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La	insuficiencia	hepática	aguda	(IHA)	es	un	síndrome	clínico	complejo,	derivado	de	un	 daño	 hepático	 severo	 y	 repentino,	 a	 nivel	 celular,	 capaz	 de	 alterar	 de	 forma	transitoria	o	permanente,	las	funciones	metabólicas	y	de	detoxificación	propias	del	hígado.		Las	 principales	 características	 clínicas	 que	 lo	 definen	 son,	 la	 encefalopatía	hepática,	 la	 hipotensión,	 la	 coagulopatía	 y	 la	 insuficiencia	 renal	 aguda,	 siendo	frecuente	la	aparición	de	edema	cerebral	e	hipertensión	intracraneal,	infecciones	y,	en	etapas	más	evolucionadas,	fracaso	multiorgánico	(FMO).		A	pesar	de	que	la	incidencia	anual	es	baja	y	se	estima	en	1	–	6	casos	por	millón	de	habitantes1,	el	pronóstico	es	pobre	y	la	mortalidad	elevada	—	por	encima	del	85%	en	 series	 históricas	—.	 Actualmente	 la	 supervivencia	 global	 se	 sitúa	 en	 torno	 al	65%2,	merced	a	los	avances	en	los	cuidados	intensivos	de	las	últimas	décadas,	pero	sobre	todo,	a	la	introducción	del	trasplante	hepático	(TH)	en	la	práctica	clínica.		El	 trasplante	 hepático	 ha	 logrado	 cambiar	 el	 pronóstico	 de	 esta	 entidad,	alcanzando	 supervivencias	 superiores	 al	 80%,	 frente	 al	 35%	 de	 supervivencia	espontánea	 cuando	 sólo	 se	 utilizan	 medidas	 de	 soporte3,	 y	 sigue	 siendo	 en	 la	actualidad,	el	único	tratamiento	eficaz	de	la	enfermedad	hepática	terminal.		Por	desgracia,	 el	TH	es	un	 recurso	 limitado	por	 la	 escasez	de	donantes.	Por	ello,	por	la	alta	letalidad	de	la	IHA,	por	su	mayor	incidencia	en	jóvenes	y	por	la	falta	de	terapias	alternativas	eficaces,	es	necesario	continuar	profundizando	en	el	estudio	de	su	fisiopatología	y	desarrollar	nuevas	líneas	de	investigación	que	nos	permitan	tratar	con	seguridad	y	eficacia	a	estos	pacientes.	En	este	sentido,	múltiples	tratamientos	y	dispositivos	han	sido	desarrollados	en	los	últimos	años	con	el	propósito	y	la	finalidad	de	suplir	la	función	hepática	en	espera	de	 una	 restitutio	 ad	 integrum	 del	 órgano	 dañado4,5,6,7	 o	 de	 conseguir,	 al	 menos,	ganar	tiempo	sirviendo	como	puente	al	trasplante.	Encuadrada	dentro	de	estas	líneas	noveles	de	investigación	se	encuentra	la	terapia	celular	 con	 células	 madre,	 cuyos	 efectos	 sobre	 la	 modulación	 de	 la	 respuesta	inflamatoria	 en	 diversas	 patologías	 son	 conocidos8,9,10,11.	 Hasta	 la	 fecha,	 existen	
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La	 IHA,	 según	 la	 primera	definición	moderna	propuesta	 por	Trey	 y	Davidson	 en	197021,	 consiste	 en	 una	 disfunción	 hepática	 grave,	 potencialmente	 reversible,	asociada	al	desarrollo	de	encefalopatía	en	las	8	semanas	siguientes	al	inicio	de	los	síntomas	(ictericia)	y	en	ausencia	de	enfermedad	hepática	previa	conocida.			Desde	 entonces,	 más	 de	 40	 definiciones22	 de	 IHA	 han	 sido	 publicadas	 con	 la	finalidad	 de	 clasificar	 a	 los	 pacientes	 en	 subgrupos	 clínicamente	 relevantes;	 las	más	ampliamente	aceptadas	y	divulgadas	son	 las	propuestas	por	O’Grady	et	al.23,	Bernau	et	al.24	y	Mochida	et	al.25,	en	las	que	varía	el	 intervalo	de	tiempo	desde	el	inicio	 de	 la	 ictericia	 hasta	 la	 aparición	 de	 la	 encefalopatía,	manifestación	 clínica	central	en	la	IHA	por	su	valor	pronóstico	(figura	1).		En	 la	 actualidad,	 sin	 embargo,	para	evitar	 la	 enorme	ambigüedad	del	 término	 se	tiende	a	utilizar	la	definición	propuesta	por	la	“American	Association	for	the	Study	of	Liver	Diseases”	(AASLD)	en	la	última	actualización	de	sus	recomendaciones	de	2011:	evidencia	de	coagulopatía	con	“International	Normalized	Ratio”	(INR)	≥	1,5	y	cualquier	grado	de	alteración	del	estado	mental	(encefalopatía)	en	un	paciente	sin	cirrosis	previa	 y	 con	 sospecha	de	 afección	hepática	de	menos	de	26	 semanas	de	duración2.	 De	 esta	 manera,	 se	 abandonan	 los	 términos	 hiperagudo,	 agudo	 y	subagudo	propuestos	en	la	anterior	definición	de	la	AASLD,	ya	que	en	realidad	no	tienen	un	valor	pronóstico	diferente	del	de	la	causa	de	la	IHA2.	La	 ausencia	 de	 enfermedad	 hepática	 previa	 es	 un	 criterio	 fundamental,	 ya	 que	existe	 el	 denominado	 fallo	 hepático	 agudo	 sobre	 crónico	 (del	 inglés	 acute-on-
























La	etiología	de	 la	 IHA	es	muy	variada	(tabla	1),	 siendo	 la	causa	más	 frecuente	 	a	nivel	mundial	las	hepatitis	virales,	especialmente,	en	países	en	vías	de	desarrollo	y	países	de	la	cuenca	mediterránea	—	incluida	España	(figura	2)	—,	mientras	que	en	los	 países	 occidentales	 desarrollados,	 como	 EE.UU.	 y	 gran	 parte	 de	 Europa	Occidental,	predomina	la	IHA	inducida	por	medicamentos,	entre	los	que	destaca	la	sobredosis	por	paracetamol	(acetaminofén)30,31.			
Viral	La	 infección	 aguda	 por	 VHB	 es	 la	 causa	 más	 importante	 de	 IHA	 dentro	 de	 la	etiología	viral,	aunque	ésta	puede	ocurrir	también	tras	la	reactivación	del	virus	en	portadores	 crónicos31.	 Esta	 circunstancia,	 así	 como	 la	 coinfección	 por	 el	 VHD	revisten	un	peor	pronóstico.	Su	incidencia	ha	disminuido	drásticamente	en	países	
2.	INTRODUCCIÓN	
	 33	
industrializados	 gracias	 a	 los	 programas	 de	 vacunación	 y	 a	 la	 eficacia	 de	 los	tratamientos	antivirales,	pero	sigue	siendo	la	causa	principal	de	IHA	en	países	en	desarrollo.	En	España,	el	VHB	representa	una	tercera	parte	(28%)	de	los	casos	de	IHA32.	El	VHA	es	la	segunda	causa	de	IHA	viral	después	del	VHB	y,	al	igual	que	el	anterior,	su	 incidencia	 ha	 disminuido	merced	 a	 la	 vacuna	 administrada	 en	 la	 infancia	 en	países	desarrollados	(<	5%)29.	El	VHE,	por	el	contrario,	es	una	causa	importante	de	IHA	 en	 países	 en	 los	 que	 el	 virus	 es	 endémico29	 y	 es	 especialmente	 agresivo	 en	mujeres	 embarazadas33.	 Además,	 la	 incidencia	 de	 IHA	 por	 el	 VHE	 en	 países	occidentales	está	aumentando	como	consecuencia	de	infecciones	zoonóticas34.	El	 papel	 del	VHC	 como	agente	 causal	 es	 controvertido	 y	 la	mayoría	 de	 los	 casos	publicados	provienen	de	poblaciones	asiáticas.	Otros	virus	como	VHS-1,	2	y	6,	VVZ,	EBV,	 CMV	 y	 Parvovirus	 B19	 han	 sido	 descritos	 como	 causa	 de	 IHA	 en	 casos	aislados,	 la	 mayoría	 de	 ellos	 en	 estudios	 de	 pacientes	 en	 edad	 infantil	 o	trasplantados	con	tratamiento	inmunosupresor35,36,37,38,39,40,41.	
	




















































Las	 alteraciones	 orgánicas	 y	metabólicas,	 tras	 la	 agresión	 primitiva,	 conducen	 al	establecimiento	de	un	círculo	vicioso	con	desarrollo	de	daño	hepático	secundario,	como	se	observa	el	la	figura	3	y	que	perpetúa	el	cuadro	clínico.		
Alteraciones	hemodinámicas	El	 SIRS	 desencadenado	 por	 la	 endotoxemia	 provoca	 la	 disminución	 de	 las	resistencias	 vasculares	periféricas	 (RVP)	—	alteración	hemodinámica	 clave	en	 la	fisiopatología	de	la	IHA	—.	La	hipotensión	resultante,	mantenida	en	el	tiempo	y	sin	un	 control	 adecuado,	 conduce	 a	 la	 	 hipoperfusión	 orgánica	 e	 hipoxia	 tisular,	contribuyendo	al	desarrollo	del	fracaso	orgánico,	especialmente	renal43.		
	
Insuficiencia	renal	aguda	La	insuficiencia	renal	aguda	(IRA)	es	otra	manifestación	clínica	fundamental	en	la	IHA,	ya	que	ocurre	entre	el	50%	y	el	80%	de	 los	casos3,29.	Sus	causas	principales	son	 la	 necrosis	 tubular	 aguda,	 secundaria	 a	 toxicidad	 directa	 —	 IHA	 por	paracetamol	 —	 o	 a	 lesión	 por	 isquemia-reperfusión,	 y	 más	 frecuentemente,	funcional,	 por	 hipoperfusión	 secundaria	 a	 las	 alteraciones	 hemodinámicas,	 de	características	muy	similares	al	síndrome	hepatorrenal	en	pacientes	cirróticos44,45.	Diferenciar	entre	ambas	causas	es	difícil,	 ya	que	en	 la	 IRA	 funcional,	 la	actividad	tubular	 se	 mantiene	 sólo	 hasta	 que	 la	 hipoperfusión	 renal	 provoca	 necrosis	tubular,	momento	a	partir	del	cual	son	clínica	e	histológicamente	indistinguibles.	La	 aparición	 de	 IRA	 en	 pacientes	 con	 IHA	 empeora	 notablemente	 el	 pronóstico,	aumentando	 la	mortalidad	 y	 favoreciendo	 el	 desarrollo	 de	 otras	 complicaciones,	como	 el	 aumento	 del	 riesgo	 de	 infección	 o	 de	 hemorragia	 secundario	 a	 la	uremia44,45,46,47,48.					
Encefalopatía	hepática	El	aumento	en	sangre	periférica	de	los	niveles	de	amonio	(NH3)	da	lugar	a	una	de	las	manifestaciones	clínicas	más	 importantes	de	 la	 IHA,	 la	encefalopatía	hepática.	
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Se	 trata	 de	 un	 trastorno	 neuropsiquiátrico	 producido	 por	 el	 acúmulo	 de	 esta	sustancia	 en	 el	 tejido	 cerebral	 y	 cuyo	 espectro	 varía,	 desde	 un	 leve	 cuadro	confusional,	hasta	el	coma49	(tabla	2).		Sin	 embargo,	 aunque	 la	 hiperamoniemia	 está	 directamente	 relacionada	 con	 el	desarrollo	de	EH	—	como	 lo	demuestran	 los	 trastornos	 innatos	del	metabolismo	del	amonio	—,	en	el	contexto	de	la	IHA,	los	niveles	de	NH3	no	se	correlacionan	con	la	 gravedad	 de	 los	 síntomas	 ni	 con	 el	 pronóstico,	 poniendo	 de	 manifiesto	 que	existen	 otros	 factores	 que	 contribuyen	 a	 su	 desarrollo,	 como	 la	 inflamación	 o	 la	infección49,50.		
Tabla	2.	Clasificación	de	la	encefalopatía	hepática	(criterios	de	West	Haven).		La	 	 homeostasis	 del	 amonio	 es	 un	 proceso	multiorgánico	 complejo,	 en	 el	 que	 el	hígado	tiene	un	papel	central;	el	amonio	generado	a	partir	del	nitrógeno	de	la	dieta	(glutamina)	es	absorbido	 libremente	a	 través	del	epitelio	 intestinal,	 llegando	a	 la	circulación	portal	y	al	hígado,	donde	en	condiciones	normales,	el	exceso	es	retirado	eficazmente	del	torrente	sanguíneo	a	través	del	ciclo	de	la	urea	(excreción	renal)	y	de	 la	 glutamina	 sintetasa50.	 El	 fallo	 hepático	 y	 la	 IRA	 frecuentemente	 asociada	impiden	su	detoxificación,	aumentando	su	concentración	plasmática.		El	exceso	de	amonio	en	sangre	resulta	un	potente	inhibidor	del	metabolismo	y	la	función	de	los	astrocitos,	por	lo	que	el	tejido	cerebral	produce	mayores	cantidades	
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de	glutamina	a	través	de	la	glutamina	sintetasa	existente	en	la	glía	astrocitaria	en	un	 intento	de	 reducir	 este	 exceso;	pero,	 la	 glutamina	 acumulada	 en	 exceso	 en	 el	interior	 de	 los	 astrocitos,	 también	 ejerce	 un	 efecto	 deletéreo	 sobre	 la	 función	cerebral,	debido	a	su	toxicidad	mitocondrial	y	a	su	comportamiento	como	osmolito	orgánico	 en	 el	 citosol,	 que	 provocan	 la	 edematización	 de	 los	 astrocitos,	contribuyendo	 así	 al	 desarrollo	 de	 dos	 de	 las	 principales	 y	 más	 letales	complicaciones	de	 la	 IHA,	 el	 edema	cerebral	 y	 la	hipertensión	 intracraneal	 (HIC)	50,51.		
Coagulopatía	La	importancia	de	las	alteraciones	de	la	coagulación	en	la	IHA	ha	variado	mucho	a	lo	 largo	del	 tiempo	y	clásicamente	se	han	tratado	de	corregir	de	forma	intensiva.	Sin	embargo,	a	la	luz	de	estudios	más	recientes,	éstas	parecen	no	correlacionarse	con	el	verdadero	riesgo	de	hemorragia	espontánea,	ya	que	el	número	de	eventos	hemorrágicos	recogidos,	en	general,	son	escasos52,53	y	además	de	poca	gravedad	—	grado	≤	1	de	la	escala	de	hemorragia	de	la	OMS54	—.	Esto	es	debido	a	dos	hechos:	
1. Las	 pruebas	 clásicas	 de	 coagulación	 —	 tiempo	 de	 protrombina	 (TP),	 INR,	tiempo	de	tromboplastina	parcial	activado	(TTPa)	—	miden	con	poca	precisión	el	tiempo	hasta	la	formación	del	primer	coágulo	y	su	alteración	tiene	un	escaso	valor	 pronóstico	 de	 hemorragia	 en	 pacientes	 con	 IHA55.	 Otras	 técnicas	 de	laboratorio	 más	 novedosas,	 como	 la	 tromboelastografía,	 permiten	 medir	 la	coagulación	de	una	forma	más	global,	analizando	parámetros	más	importantes	como	la	firmeza	del	coágulo.		2. A	 pesar	 de	 la	 disminución	 generalizada	 de	 la	 síntesis	 de	 los	 factores	 de	 la	coagulación	—	cuyo	principal	productor	es	el	hígado	—	y	de	la	disminución	del	recuento	plaquetario,		existen	mecanismos	de	compensación	que	permiten	que	la	 función	de	 la	hemostasia	esté	preservada55,56,	de	entre	 los	que	destacan:	el	aumento	 de	 la	 contribución	 de	 las	 plaquetas	 a	 la	 firmeza	 del	 coágulo,	 el	aumento	de	los	factores	VIII,	von	Willebrand	y	factor	tisular	—	secundario	a	la	activación	 endotelial	 —,	 el	 aumento	 del	 factor	 inhibidor	 del	 activador	 del	
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plasminógeno-1	 (PAI-1)	 y	 una	 gran	 disminución	 de	 los	 niveles	 de	 proteínas	anticoagulantes,	como	las	proteína	C	y	S,	entre	otros53,56,57.		
Alteraciones	metabólicas	Las	alteraciones	metabólicas	y	del	equilibrio	ácido-base	en	la	IHA	son	frecuentes,	con	 fluctuaciones	 de	 los	 niveles	 de	 glucosa	 y	 disminución	 de	 los	 niveles	plasmáticos	de	fosfato,	magnesio	y	potasio,	así	como		la	aparición	tanto	de	acidosis	como	de	alcalosis.	En	realidad,	cualquier	alteración	es	posible	y	además,	variable	a	lo	 largo	 del	 tiempo	 conforme	 a	 la	 evolución	 de	 la	 enfermedad,	 especialmente	cuando	la	IHA	se	acompaña	de	fracaso	renal44,58.			
Diagnóstico	Desde	 el	 punto	 de	 vista	 diagnóstico,	 a	 cualquier	 paciente	 con	 sospecha	 clínica	 o	analítica	 de	 IHA	 debe	 realizársele	 un	 estudio	 de	 coagulación	 para	 medición	 del	tiempo	de	protrombina	(TP);	si	éste	está	aumentado	en	4	segundos	o	más	—	lo	que	equivale	a	un	INR	≥	1,5	—	y	existe	evidencia	de	alteración	del	sensorio,	el	paciente	debe	ser	ingresado	con	diagnóstico	de	IHA.	
Inicialmente	los	síntomas	pueden	ser	de	carácter	muy	inespecífico,	como	anorexia,	fatiga,	 dolor	 abdominal	 o	 fiebre;	 la	 ictericia	 puede	 estar	 tanto	 presente	 como	ausente,	no	siendo	por	ello	de	gran	valor	al	inicio	del	cuadro,	pero	la	presencia	de	encefalopatía,	dada	la	rápida	progresión	del	cuadro,	debe	ser	un	signo	de	alerta	y	el	 paciente	 debe	 ser	 ingresado	 en	 una	 Unidad	 de	 Cuidados	 Intensivos	 (UCI)	 y	contactar	 con	 un	 centro	 de	 TH,	 por	 si	 es	 necesario	 su	 traslado.	 Éste	 ha	 de	efectuarse	 lo	 antes	 posible,	 cuando	 el	 paciente	 presenta	 EH	 grado	 I	 o	 II,	 ya	 que	estadios	 más	 avanzados	 de	 EH	 pueden	 evolucionar	 al	 coma	 irreversible	 y	contraindicar	formalmente	el	TH.		
La	 anamnesis	 debe	 ser	 exhaustiva,	 estableciendo	 el	 tiempo	 de	 evolución	 de	 los	síntomas	y	 el	posible	 consumo	de	 sustancias	 tóxicas	o	 exposición	a	virus	y	debe	descartarse	la	existencia	de	una	enfermedad	hepática	preexistente.			
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Las	complicaciones	más	importantes	que	pueden	desarrollarse	durante	un	cuadro	de	IHA	—	asumiendo	que	la	encefalopatía,	la	insuficiencia	renal,	la	coagulopatía	y	las	 alteraciones	 metabólicas	 forman	 parte	 del	 cuadro	 clínico	 en	 sí	 —,	 son	principalmente	 tres:	 el	 edema	 cerebral,	 la	 hipertensión	 intracraneal	 y	 las	infecciones.		
Edema	cerebral	e	hipertensión	intracraneal	El	edema	cerebral	y	la	hipertensión	intracraneal,	relacionadas	de	forma	inherente,	son	 las	 complicaciones	 más	 graves	 de	 la	 IHA60.	 Aproximadamente	 dos	 terceras	partes	 de	 los	 pacientes	 con	 IHA	 y	 encefalopatía	 grado	 III	 o	 IV	 sufren	 edema	cerebral61,62	y	es	una	de	las	principales	causas	de	mortalidad	de	la	IHA63,64,65,66.	La	etiología	 es	 multifactorial,	 pero	 existe	 tanto	 un	 componente	 citotóxico	 —	alteración	del	metabolismo	y	 la	 capacidad	de	osmoregulación	de	 la	 astroglía	por	neurotoxicidad	directa	del	NH3		—	como	un	componente	vasogénico	—	alteración	del	mecanismo	de	autorregulación	del	flujo	cerebral	y	pérdida	de	la	integridad	de	las	 uniones	 fuertes	 celulares	 que	 componen	 la	 barrera	 hematoencefálica	 —,	descrito	por	primera	vez	por	Klatzo	en	196767.		La	herniación	uncal	ha	sido	clásicamente	el	desenlace	más	temido,	pero	hoy	en	día,	gracias	al	aumento	de	la	supervivencia	de	la	IHA,	se	ha	de	prestar	especial	atención	a	 la	contribución	del	edema	cerebral	a	 la	 lesión	de	origen	hipóxico-isquémico	y	a	las	secuelas	neurológicas	a	largo	plazo	en	los	supervivientes68.			
Infección	El	 hígado	 es	 un	 componente	 esencial	 del	 sistema	 inmune.	 En	 la	 IHA,	 el	 rápido	deterioro	 de	 la	 función	 inmunológica	 se	 traduce	 en	 un	 aumento	 del	 riesgo	 de	
2.	INTRODUCCIÓN	
	42	
infección,	 tanto	bacteriana	como	 fúngica,	 con	una	 incidencia	 cercana	al	80%	y	al	32%,	 respectivamente	 y	 es,	 además,	 otra	 importante	 causa	 de	mortalidad59,69,70,71,72.		Los	 mecanismos	 descritos	 que	 favorecen	 el	 desarrollo	 de	 sepsis	 son	 la	opsonización	ineficaz	debido	la	síntesis	reducida	de	proteínas	a	nivel	hepático	—	como	 la	 fibronectina	 —,	 la	 función	 deficitaria	 de	 las	 células	 de	 Kupffer,	 la	disminución	 de	 la	 síntesis	 de	 las	 proteínas	 del	 sistema	 del	 complemento	 y	 la	alteración	en	la	función	de	los	neutrófilos,	entre	otros73,74.			En	la	actualidad,	la	administración	profiláctica	de	antibióticos	y	antifúngicos	sigue	siendo	 controvertida	 ya	 que	 algunos	 estudios	 sugieren	 que	 no	 aumenta	significativamente	 la	 supervivencia75	 y	 sí	 la	 tasa	 de	 resistencias,	 mientras	 que	otros,	 dado	 que	 la	 mayoría	 de	 las	 infecciones	 se	 producen	 en	 las	 primeras	 72h	desde	el	ingreso	y	que	las	infecciones	de	origen	fúngico	son	de	difícil	diagnóstico	y	alta	mortalidad,	abogan	por	el	uso	de	un	régimen	antibiótico	de	amplio	espectro	desde	el	inicio	y	no	demorar	la	adición	de	un	antifúngico	al	tratamiento59,72.		Clínicamente	 es	 importante	 conocer	 la	 relación	 existente	 entre	 la	 sepsis	 y	 el	progreso	 de	 la	 encefalopatía	 hepática	 a	 estadios	más	 avanzados76,	 por	 lo	 que	 el	deterioro	 del	 nivel	 de	 conciencia	 debe	 ser	 un	 signo	 de	 alarma	 ante	 una	 posible	infección,	 al	 igual	 que	 un	 descenso	 inexplicado	 de	 la	 tensión	 arterial,	 una	disminución	 de	 la	 diuresis,	 un	 empeoramiento	 de	 la	 acidosis	 o	 el	 desarrollo	 de	coagulación	intravascular	diseminada	(CID)72.				
Pronóstico	
Determinar	 el	 pronóstico,	 es	 decir,	 identificar	 de	 manera	 precisa	 a	 aquellos	pacientes	que	 se	van	a	beneficiar	de	un	TH	urgente	es	 crucial	 y,	 además,	de	una	manera	 precoz.	 Por	 ello,	 es	 necesario	 desarrollar	modelos	 predictivos	 fiables	 de	supervivencia	 y	 necesidad	 de	 TH,	 ya	 que	 nos	 permitirán	 utilizar	 de	 una	 forma	racional	 el	 uso	 de	 órganos	 escasos,	 evitando	 el	 TH	 en	 aquellos	 pacientes	 que	puedan	 recuperarse	 espontáneamente	y	 evitar	 la	necesidad	de	 inmunosupresión	de	por	vida	y	la	morbilidad	asociada.	
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Por	 ello,	 hoy	 en	 día	 se	 siguen	 realizando	 estudios	 para	 mejorar	 estos	 sistemas,	introduciendo	 parámetros	 más	 novedosos,	 como	 el	 aclaramiento	 de	 verde	 de	indocianina77,	 la	 variación	 a	 lo	 largo	 del	 tiempo	 de	 los	 parámetros	 predictivos	como	variable	(Acute	Liver	Failure	Early	Dynamic	model,	ALFED)	78,	o	marcadores	moleculares	como	la	citoqueratina-1879.	
Los	 factores	 más	 importantes	 que	 han	 demostrado	 tener	 un	 impacto	 sobre	 el	pronóstico	 en	 el	 estudio	 multicéntrico	 más	 grande	 realizado	 hasta	 la	 fecha	 en	EE.UU.,	 son	 la	 etiología	 de	 la	 IHA	 y	 el	 grado	 de	 encefalopatía,	 aunque	 autores	importantes,	como	O’Grady,	sostienen	además	que	el	máximo	grado	alcanzado	a	lo	largo	del	episodio	es	igualmente	importante	y	que	el	desarrollo	de	IRA	es	también	un	 factor	 pronóstico	 que	 debe	 ser	 tenido	 en	 cuenta59.	 El	 INR,	 aunque	 no	 se	correlaciona	 con	 el	 riesgo	 de	 hemorragia,	 sus	 variaciones	 a	 lo	 largo	 del	 tiempo	también	tienen	un	importante	valor	pronóstico57.	
	
Tratamiento	
	El	 tratamiento	 de	 la	 IHA	 se	 fundamenta	 en	 el	 soporte	 directo	 de	 la	 función	hepática	—	mediante	el	tratamiento	específico	de	la	causa,	si	existe	(antivirales	en	caso	 de	 infección	 por	 VHB,	 N-acetilcisteína	 en	 caso	 de	 intoxicación	 por	paracetamol,	etc.)	y/o	el	uso	de	dispositivos	de	asistencia	hepática	o	el	trasplante	hepático,	en	los	casos	más	graves	—	y	en	el	tratamiento	de	las	complicaciones.	Los	 dispositivos	 de	 soporte	 hepático	 así	 como	 el	 trasplante	 hepático	 serán	comentados	más	 adelante.	 En	 cuanto	 al	 tratamiento	de	 las	 complicaciones,	 en	 la	mayoría	de	los	casos,	éste	consiste	en	el	uso	de	medidas	generales	no	específicas,	con	 la	 excepción	 de	 la	 encefalopatía	 hepática,	 que	 es	 característica	 de	 la	insuficiencia	hepática.	Así,	las	alteraciones	hemodinámicas	concretadas	en	un	shock	mixto	(hipovolémico	y	distributivo)	se	tratan	mediante	reposición	de	volumen	y	uso	de	inotrópicos	en	caso	 refractario,	 con	 el	 objetivo	 terapéutico	 de	 mantener	 una	 tensión	 arterial	media	de	60	–	75	mmHg	que	garantice	la	perfusión	de	los	órganos	diana.	No	debe	
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olvidarse	la	posible	insuficiencia	suprarrenal	asociada	y	el	posible	beneficio	de	la	hidrocortisona.	 Sin	 embargo,	 como	 singularidad	 en	 la	 IHA,	 la	 mejoría	hemodinámica	 observada	 en	 el	 momento	 de	 la	 explantación	 del	 hígado	 en	 el	receptor	 durante	 un	 trasplante	 hepático	 ha	 llevado	 a	 considerar	 la	 resección	hepática	 como	posible	 tratamiento	en	estudios	no	 controlados80,	pero	 sólo	 como	último	recurso	cuando	existe	un	órgano	donado	ya	adjudicado	y	trasplantable	en	pocas	horas.	La	insuficiencia	renal	aguda,	debida	principalmente	a	la	hipoperfusión	renal	como	consecuencia	 de	 las	 alteraciones	 circulatorias,	 mejora	 con	 la	 normalización	hemodinámica.	A	pesar	de	todo,	la	terapia	de	reemplazo	renal	—	la	forma	continua	es	la	más	aceptada	en	la	actualidad	—	suele	ser	necesaria	de	forma	precoz,	pero	no	existen	datos	suficientes	para	establecer	esta	práctica	de	forma	sistemática81,82,83.		El	 tratamiento	 de	 la	 encefalopatía	 hepática	 se	 centra	 principalmente	 en	 evitar	 o	disminuir	 el	 edema	 cerebral	 y	 corregir	 la	 HIC.	 Clásicamente	 se	 ha	 realizado	 un	abordaje	 multiestratégico,	 actuando	 sobre	 tres	 elementos	 clave78:	 controlar	 los	posibles	 factores	 precipitantes	 —	 hemorragia	 gastrointestinal,	 sepsis,	hiponatremia,	 etc.	—,	 reducir	 la	 absorción	 de	 amonio	 intestinal	 y	 disminuir	 sus	niveles	 plasmáticos	 —	 disacáridos	 no	 absorbibles	 (lactulosa),	 antibióticos	(rifamixina,	neomicina),	probióticos	(Lactobacillus),	detoxificantes	del	amonio	(L-ornitina/L-aspartato	[LOLA]),	etc.	—	y	actuar	directamente	sobre	los	mecanismos	fisiológicos	 que	 conducen	 a	 la	 HIC	 (edema	 e	 hiperaflujo	 vascular	 cerebrales)	—	hiperventilación	 controlada,	 corticosteroides,	 agentes	 osmóticos	 (manitol,	glicerol),	hipernatremia	(suero	salino	hipertónico),	barbitúricos,	etc.	—	Por	 desgracia,	 este	 tratamiento	 se	 basa	 generalmente	 en	 estándares	 locales	 y	opiniones	 personales	 y	 no	 está	 estandarizado84.	 El	 objetivo	 terapéutico	 es	mantener	la	PIC	por	debajo	de	20	–	25	mmHg	y	una	presión	de	perfusión	cerebral	de	al	menos	50	mmHg.	Para	ello,	se	recurre	a	la	monitorización	de	la	PIC	mediante	dispositivos	 invasivos,	 aunque	 su	 uso	 es	 controvertido	 dado	 el	 riesgo	 de	complicaciones	 asociadas	 y	 a	 la	 ausencia	 de	 beneficio	 en	 algunos	 estudios85,86,87.		Actualmente	puede	utilizarse	 la	 ecografía	Doppler	 transcraneal	 como	método	no	invasivo	 o	 la	 espectroscopía	 transcraneal	 de	 infrarrojo	 cercano	 y	 la	 medición	
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ecográfica	 del	 diámetro	 de	 la	 vaina	 del	 nervio	 óptico,	 aunque	 éstas	 últimas	 son	técnicas	pendientes	de	validación	clínica88.	En	1950,	Bigelow	et	al.	demostraron	en	un	estudio	experimental	que,	la	hipotermia	en	condiciones	controladas,	es	capaz	de	disminuir	el	metabolismo	y	el	consumo	de	oxígeno	 del	 organismo	 de	 forma	 paralela	 a	 la	 disminución	 de	 la	 temperatura	corporal89.	 Desde	 entonces	 se	 ha	 investigado	 mucho	 sobre	 el	 potencial	 de	 la	hipotermia	 terapéutica	 en	 la	 práctica	 clínica;	 en	 el	 campo	 de	 la	 IHA,	 la	 primera	serie	de	pacientes,	tratados	por	Jalan	et	al.90,	data	de	1999.	Los	efectos	beneficiosos	de	la	HT	en	la	IHA	se	detallan	en	la	tabla	5.		Sin	 embargo,	 a	 pesar	 de	 su	 eficacia	 en	 el	 control	 de	 la	 HIC	 en	 pacientes	 con	encefalopatía	hepática	grados	III	y	IV,	hasta	la	fecha	sólo	se	ha	podido	demostrar	una	mejoría	marginal	en	menores	de	25	años	con	IHA	inducida	por	paracetamol	y	no	 disponemos	 de	 ningún	 estudio	 aleatorizado	 y	 controlado	 que	 demuestre	 un	aumento	de	la	supervivencia	en	ausencia	de	trasplante	hepático,	aunque	sí	permite	ganar	 tiempo	 como	 terapia	 puente	 hasta	 la	 disponibilidad	 de	 un	 órgano7,91.	 Por	ello,	 y	 por	 la	 existencia	 de	 complicaciones	 como	 el	 aumento	 del	 riesgo	 de	infecciones,	su	utilización	debe	ser	todavía	cauta.	En	cuanto	a	 las	alteraciones	de	la	coagulación,	en	 la	actualidad	no	se	recomienda	intentar	corregir	el	INR	sin	evidencia	de	hemorragia	activa	y	si	no	se	va	a	realizar	ningún	procedimiento	invasivo,	ya	que	se	enmascaran	las	variaciones	del	INR,	que	tienen	un	 importante	valor	pronóstico,	 y	porque	 la	 transfusión	de	plasma	 fresco	congelado	y	plaquetas	 se	asocia	a	mayor	 riesgo	de	 lesión	pulmonar	en	pacientes	críticos92	 —	 TRALI,	 del	 inglés	 “transfusión	 related	 acute	 lung	 injury”	 —	 y	 a	 un	mayor	riesgo	de	infección93.	La	administración	de	factor	VII	recombinante	activado	es	una	alternativa	segura94.	Aunque	en	algunos	estudios	se	apunta	a	que	los	fenómenos	trombóticos	son	más	frecuentes	que	los	hemorrágicos57,	sigue	debatiéndose	la	necesidad	de	usar	HBPM	para	 la	 profilaxis	 antitrombótica	 en	 pacientes	 con	 IHA,	 si	 bien	 es	 cierto	 que	 la	tendencia	a	administrarla	de	forma	precoz,	debido	a	su	perfil	de	seguridad,	es	cada	vez	mayor.		
2.	INTRODUCCIÓN	
	 47	




















Desde	 un	 punto	 de	 vista	 formal	 podemos	 clasificar	 las	 diferentes	 técnicas	 de	soporte	 de	 la	 función	 hepática	 en	 extracorpóreas,	 que	 a	 su	 vez	 se	 clasifican	 en	dispositivos	 artificiales	 (o	 no-biológicos)	 y	 dispositivos	 bioartificiales	 (o	biológicos)	 e	 intracorpóreas,	 donde	 destacan	 el	 trasplante	 hepático	 auxiliar,	 el	trasplante	hepático	ortotópico	y	 la	 terapia	 celular.	 Ésta	última,	 concretamente	 el	uso	de	células	madre	mesenquimales	derivadas	de	tejido	adiposo,	que	constituye	el	objeto	de	análisis	de	este	estudio,	será	comentada	en	un	apartado	propio.		
Dispositivos	artificiales	













Tabla	 6.	 Indicaciones	de	 la	 terapia	 con	MARS®	 (Gambro	GmbH,	Hechingen,	Baden-Württemberg,	Alemania).	Modificado	de	Saliba	et	al.,	2015104.		En	la	tabla	7	se	muestran	algunos	de	los	ensayos	más	importantes	realizados	hasta	la	 fecha	 con	 terapia	 MARS®	 (Gambro	 GmbH,	 Hechingen,	 Baden-Württemberg,	Alemania).		
MARS	 Año	 Patología	 Tipo	de	estudio	 n	
Heemann	et	al.105	 2002	 AoCLF	 RCT	 24	
Mitzner	et	al.106	 2003	 AoCLF	 RCT	 13	
Schmidt	et	al.107	 2003	 AoCLF	 RCT	 13	
Sen	et	al.108	 2004	 AoCLF	 RCT	 18	
El	Banayosy	et	al.109	 2004	 IHA	 RCT	 27	
Hassanein	et	al.110	 2007	 AoCLF	 RCT	 70	





























Figura	 5.	 Esquema	 del	 funcionamiento	 de	 MARS®	 (Gambro	 GmbH,	 Hechingen,	 Baden-Württemberg,	Alemania).	Licencia	de	reproducción	Creative	Commons	CC	BY-SA	3.0	(anexo	3).		
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Lamentablemente,	 si	 hablamos	 de	 la	 supervivencia	 a	 largo	 plazo	 con	 el	 uso	 de	estos	 dispositivos,	 tanto	 la	 revisión	 Cochrane	 de	 2004112	 como	 metaanálisis	posteriores	 concluyen	 que	 ésta	 está	 aún	 por	 demostrar113,114.	 Únicamente	 el	metaanálisis	 realizado	 en	 2010	 por	 Stutchfield	 et	 al.115,	 que	 incluye	 el	 ensayo	clínico	controlado	y	aleatorizado	de	Demetriou	et	al.	de	2004116	—	posterior	a	 la	publicación	de	 la	 revisión	Cochrane	del	mismo	año	—,	 concluye	que	 sí	 existe	un	aumento	de	supervivencia	estadísticamente	significativo	en	los	pacientes	tratados	con	dispositivos	bioartificiales	frente	a	la	terapia	de	soporte	convencional	en	casos	de	IHA.	Los	 otros	 sistemas	 artificiales	 de	 soporte	 hepático	 basados	 en	 la	 diálisis	 de	albúmina,	 incluido	el	más	moderno	Prometheus®	(Fresenius	Medical	Care	GmbH,	Bad	Homburg	von	der	Höhe,	Hesse,	Alemania)	que	data	de	1999117,	tampoco	han		demostrado	un	aumento	significativo	de	la	supervivencia	en	pacientes	con	IHA118,	y	 son	 inferiores	 a	 la	 terapia	 con	 MARS®	 (Gambro	 GmbH,	 Hechingen,	 Baden-Württemberg,	Alemania)	en	términos	clínicos	y	de	coste-eficacia119,120.		En	 la	 tabla	 8	 se	 describen	 los	 principales	 estudios	 realizados	 con	 Prometheus®	(Fresenius	Medical	Care	GmbH,	Bad	Homburg	von	der	Höhe,	Hesse,	Alemania).		
MARS	vs	PROMETHEUS	 Año	 Patología	 Tipo	de	estudio	 n	
Krisper	et	al.	121	 2005	 AoCLF	 RCT	 10	
Evenepoel	et	al.	122	 2006	 AoCLF	 Serie	de	casos	 18	
Stadlbauer	et	al.	123	 2006	 AoCLF	 RCT	 8	
Laleman	et	al.119	 2006	 AoCLF	 RCT	 18	
Faenza	et	al.	124	 2008	 AoCLF	 Serie	de	casos	 57	
Dethloff	et	al.	125	 2008	 EHC	 RCT	 24	
Tabla	8.	Principales	estudios	comparativos	de	terapia	MARS®	(Gambro	GmbH,	Hechingen,	Baden-Württemberg,	Alemania)	frente	a	Prometheus®	(Fresenius	Medical	Care	GmbH,	Bad	Homburg	von	der	 Höhe,	 Hesse,	 Alemania).	 RCT	 =	 ensayo	 clínico	 controlado	 y	 aleatorizado.	 n	 =	 número	 de	pacientes.	 IHA	=	 insuficiencia	hepática	aguda.	AoCLF	=	 fallo	hepático	agudo	sobre	crónico.	EHC	=	enfermedad	hepática	crónica.	Tampoco	 en	 el	 tratamiento	 del	 AoCLF	 la	 terapia	 MARS®	 (Gambro	 GmbH,	Hechingen,	Baden-Württemberg,	Alemania)	ha	conseguido	resultados	positivos	en	cuanto	a	supervivencia,	según	los	últimos	datos	publicados	en	el	estudio	RELIEF,	el	más	importante	realizado	sobre	esta	patología	hasta	la	fecha126.	
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Los	principales	sistemas	de	soporte	hepático	artificiales	no	basados	en	 la	diálisis	de	albúmina	son	el	Liver	Dialysis	DeviceTM	(HemoCleanse,	Lafayette,	Indiana,	USA)	—	anteriormente	llamado	BioLogic-DTTM	(HemoCleanse,	Lafayette,	Indiana,	USA)	y	tercer	dispositivo	artificial	con	el	que	se	han	realizado	ensayos	clínicos	controlados	y	aleatorizados	—,	de	cuya	utilidad	no	se	puede	extraer	ninguna	conclusión,	ya	que	las	únicas	variables	del	estudio	fueron	la	biocompatibilidad	y	 la	seguridad127	y	el	Selective	Plasma	Filtration	Therapy	(SEPET),	menos	sofisticado	que	los	anteriores	y	en	el	que,	de	hecho,	parte	de	la	albúmina	del	paciente	se	pierde	debido	al	tamaño	del	poro	de	la	membrana	y	ha	de	ser	repuesta.	En	 la	 actualidad	 se	 continúan	 investigando,	 aunque	 a	 nivel	 aún	 preclínico,	 otros	dispositivos	de	soporte	hepático	como	el	Li-ALS	(Li’s	artificial	liver	system)128,	que	combina	el	 intercambio	 terapéutico	de	plasma	a	bajo	volumen	con	 la	 filtración	y	adsorción	de	plasma.		
Dispositivos	bioartificiales	
Los	 dispositivos	 bioartificiales	 se	 caracterizan	 por	 el	 uso	 de	 células	 de	 estirpe	hepática,	bien	de	origen	porcino,	bien	de	origen	humano,	alojadas	en	el	interior	de	un	 biorreactor	 conectado	 al	 circuito	 de	 diálisis.	 El	 uso	 de	 estos	 biorreactores	otorga	 al	 sistema,	 además	 de	 la	 capacidad	 detoxificante	 propia	 de	 los	 sistemas	artificiales,	las	capacidades	metabólica,	sintética	y	excretora	propias	del	hígado.	Estos	dispositivos,	dado	que	se	estima	que	 la	masa	hepática	mínima	 funcionante	que	un	individuo	puede	tolerar	es	de	aproximadamente	el	20%	del	volumen	total	hepático	 y	 que	 se	 asume	 que	 no	 el	 100%	 de	 las	 células	 del	 biorreactor	 serán	normofuncionantes,	 contienen	entre	el	20%	y	el	30%	de	 la	masa	hepática	de	un	sujeto	adulto	normal129.	Los	hepatocitos	maduros	de	origen	humano	son	las	mejores	células	desde	el	punto	de	vista	teórico,	ya	que	poseen	las	 funciones	necesarias	para	el	soporte	hepático.	Sin	embargo,	su	disponibilidad	es	limitada	y	su	eficacia	disminuye	al	ser	cultivadas.	Estos	 problemas	 han	 sido	 parcialmente	 solucionados	 cultivando	 las	 células	hepáticas	 en	 una	 configuración	 3D	 y	 de	 forma	 conjunta	 con	 células	 no	
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Además,	 en	 algunos	 ensayos	 clínicos	 —	 siempre	 con	 la	 limitación	 del	 tamaño	muestral	 y	 de	 que	 la	 mayoría	 son	 sobre	 AoCLF	 en	 vez	 de	 IHA	—,	 han	 logrado	aumentar	 el	 tiempo	 de	 supervivencia	 hasta	 alcanzar	 el	 objetivo	 del	 trasplante	hepático,	 sirviendo	 así	 como	 “terapia	 puente”.	 Sin	 embargo,	 faltan	 datos	concluyentes	 sobre	 su	 verdadera	 eficacia	 a	 largo	 plazo	 y	 como	 tratamiento	definitivo	 que	 permita	 la	 recuperación	 y	 regeneración	 del	 hígado	 nativo,	 en	ausencia	de	TH116,134.	Además,	al	compararlos	con	los	dispositivos	artificiales,	no	se	encuentran	diferencias	de	eficacia	actualmente	y	sí	en	costes,	 siendo	mucho	más	elevados	en	los	biológicos135.	Actualmente	 se	 están	 realizando	 estudios	 preclínicos	 con	 esferoides	 celulares,	fundamentalmente	 porcinos,	 para	 el	 desarrollo	 de	 nuevos	 biorreactores136.	 Los	esferoides	celulares	son	grupos	de	células	que,	bajo	determinadas	condiciones	de	cultivo,	tienden	a	agregarse	y	formar	estructuras	primitivas	del	órgano	de	origen,	adquiriendo	una	mayor	funcionalidad	que	cuando	se	cultivan	de	forma	clásica	en	monocapa137,138.	Por	último,	respecto	a	la	utilización	de	los	dispositivos	artificiales	o	bio-artificiales	en	 España,	 resulta	 muy	 difícil	 validar	 su	 potencial	 como	 terapia	 sustitutiva	 o	terapia	puente	al	TH	cuando	la	probabilidad	de	ser	trasplantado	en	las	primeras	24	horas	desde	el	ingreso	en	lista	de	espera	es	muy	elevado.	En	el	trabajo	publicado	por	Escorsell	et	al.	en	2007,	el	51,5%	de	 los	pacientes	con	IHA	en	España	fueron	trasplantados	en	las	primeras	24	horas32.		
Trasplante	hepático	auxiliar	
El	 trasplante	 hepático	 auxiliar	 consiste	 en	 realizar	 el	 implante	 de	 un	 hígado	completo	o	de	una	parte	del	mismo	a	un	receptor	en	el	que	permanece	su	hígado	nativo	 o,	 al	 menos,	 una	 parte	 de	 él.	 Existen	 tres	 tipos	 de	 trasplante	 auxiliar:	trasplante	 hepático	 auxiliar	 heterotópico,	 trasplante	 hepático	 auxiliar	 parcial	ortotópico	 y	 trasplante	 hepático	 auxiliar	 de	 injerto	 completo	 (HALT,	 APOLT	 y	WGALT	por	sus	siglas	en	inglés).	
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Según	datos	del	último	Registro	Español	de	Trasplante	Hepático,	desde	1984	hasta	2013,	la	IHA	representa	en	nuestro	país	el	4,9%	de	las	causas	de	TH,	por	detrás	de	la	 cirrosis	 (54,1%),	 del	 hepatocarcinoma	 (26,0%)	 y	 de	 la	 colestasis	 (8,4%).	Durante	esos	29	años	de	experiencia,	 se	han	registrado	un	 total	de	877	casos	de	IHA	y	46	casos	de	 fallo	hepático	 subagudo,	 lo	que	 representa	una	media	de	31,8	casos	al	año144.		De	los	877	casos	de	TH	por	IHA	registrados,	411	(46,86%)	se	han	producido	en	el	rango	de	edad	de	16	a	39	años,	aumentando	hasta	el	63,06%	de	las	causas	de	TH	si	se	incluyen	todos	los	menores	de	40	años,	corroborando	que	la	IHA	es	un	trastorno	que	afecta	de	manera	predominante	a	pacientes	jóvenes.		
Tiempo	PT	 1	mes	 3	meses	 1	año	 3	años	 5	años	
Supervivencia	 81,7%	 77,6%	 75,3%	 72,4%	 70,5%	
Tabla	10.	Supervivencia	postrasplante	en	casos	de	IHA	por	todas	las	causas	en	España.	Modificado	del	informe	del	Registro	Español	de	Trasplante	Hepático	2013144.	Tiempo	PT:	tiempo	transcurrido	desde	el	trasplante	hepático.		En	relación	con	el	TH,	los	pacientes	con	IHA	pueden	clasificarse	en	tres	grupos32:	1. aquéllos	que	no	van	a	necesitar	TH,	por	buen	pronóstico	 y	posibilidad	de	recuperación	espontánea.	2. aquéllos	que	cumplen	todos	los	criterios	de	elegibilidad	para	TH	y:	a. son	efectivamente	trasplantados.	b. teniendo	indicación	de	TH,	desarrollan	alguna	complicación	durante	la	espera	en	lista	(fracaso	multiorgánico,	HIC	incontrolable,	etc.)	3. aquéllos	que,	teniendo	necesidad	de	TH,	presentan	alguna	contraindicación	formal	(edad	avanzada,	enfermedad	neoplásica	hepática,	etc.).	La	supervivencia	a	 largo	plazo	en	los	pacientes	que	pertenecen	al	segundo	grupo	depende	fundamentalmente	de	dos	factores,	de	la	urgencia	del	trasplante	—	la	IHA	es	una	de	las	pocas	causas	con	status	1A	de	la	UNOS	o	código	0	de	la	ONT	—	y	de	la	calidad	 del	 injerto66,146,	 sabiendo	 que,	 de	 entrada,	 el	 TH	 urgente	 tiene	 un	 peor	
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La	terapia	celular	se	define	como	el	uso	de	células	vivas	para	reparar,	mantener	o	potenciar	la	función	de	un	órgano	o	tejido.	Dentro	del	concepto	de	terapia	celular,	por	tanto,	cabe	el	uso	de	muchos	tipos	de	células,	entre	 las	cuales,	se	encuentran	las	células	madre	(stem	cell).		Las	células	madre	son	aquellas	células	que	poseen	las	siguientes	características:	1. Autorrenovación:	 capacidad	 para	 dividirse	 por	 un	 período	 indefinido	 de	tiempo,	generando	células	idénticas.		2. Diferenciación:	capacidad	de	madurar	o	“comprometerse”	hasta	adquirir	la	morfología	y	función	o	funciones	de	un	tipo	celular	específico.		3. Flexibilidad	 o	 Plasticidad:	 capacidad	 de	 diferenciarse	 en	 diferentes	 líneas	celulares.	La	autorrenovación	y	la	diferenciación	son	fenómenos	que	suceden	tras	la	división	celular,	en	un	proceso	denominado	replicación	o	división	asimétrica,	en	el	que	 la	célula	madre	es	capaz	de	dar	origen	a	una	réplica	celular	exacta	de	sí	misma	y	a	otra	célula	con	una	función	más	especializada.	Según	su	potencialidad	o	capacidad	de	diferenciarse	en	otras	 líneas	celulares,	 las	células	madre	se	clasifican	en:	1. Totipotenciales:	corresponden	a	 las	células	madre	más	primitivas,	capaces	de	producir	tejido	embrionario	y	extraembrionario	(placenta)	y,	por	tanto,	crear	un	organismo	completo.	Están	presentes	en	el	zigoto	durante	las	tres	primeras	divisiones	celulares,	es	decir,	hasta	la	fase	de	mórula.	2. Pluripotenciales:	son	aquellas	células	capaces	de	diferenciarse	en	cualquier	célula	 del	 organismo	 adulto,	 pero	 se	 diferencian	 de	 las	 totipotenciales	 en	que	no	pueden	formar	un	organismo	completo	ya	que,	a	partir	de	la	cuarta	división	 celular,	 el	 embrión	 se	 dispone	 en	 dos	 capas,	 una	 externa	 y	 una	interna;	la	capa	interna	da	lugar	a	las	tres	hojas	embrionarias	(endodermo,	ectodermo	y	mesodermo),	es	decir,	al	embrión	propiamente	dicho,	mientras	
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Uno	de	los	tejidos	más		estudiados	como	banco	celular	es	la	médula	ósea,	en	la	que	además	de	 la	población	de	 células	madre	hematopoyéticas,	 existe	otra	población	de	células	a	las	que	en	un	principio	tan	sólo	se	les	atribuyó	una	función	de	soporte:	las	células	madre	mesenquimales	(mesenchymal	stem	cells,	MSCs).		Desde	 su	 descubrimiento	 a	 finales	 de	 los	 años	 ’60	 por	 Friedenstein	 et	 al.154,	 las	MSCs	 de	médula	 ósea	 constituyen	 una	 fuente	muy	 importante	 de	 células	madre	adultas,	 a	 partir	 de	 las	 cuales	 se	 ha	 logrado	 obtener	 diferentes	 líneas	 celulares	mediante	 diferenciación	 in	 vitro,	 como	 adipocitos,	 miocitos,	 condrocitos,	osteocitos,	células	con	fenotipo	neuronal,	células	productoras	de	insulina,	glucagón	y	somatostatina,	cardiomiocitos,	células	endoteliales	vasculares,	células	epiteliales	y	hepatocitos155,156,157,158,159,160,161,162,163.		En	el	año	2006,	el	Mesenchymal	and	Tissue	Stem	Cell	Committee	of	the	International	
Society	for	Cellular	Therapy	propuso	como	criterios	mínimos	para	definir	las	MSCs	humanas164:	1. Adherentes	a	plástico	en	condiciones	estándar	de	cultivo.	2. Deben	expresar:	CD105,	CD73	y	CD90.	3. No	deben	expresar:	CD45,	CD34,	CD14	o	CD11b,	CD79alpha	o	CD19	ni	HLA-DR.	4. Deben	diferenciarse	a	osteoblastos,	condroblastos	y	adipocitos	in	vitro.	Sin	 embargo,	 esta	 definición	ha	 quedado	 obsoleta	 ya	 que	no	permite	 diferenciar	entre	 MSCs	 y	 fibroblastos	 y,	 actualmente,	 se	 proponen	 otros	 marcadores	 para	obtener	 cultivos	 purificados	 (tabla	 11):	 CD10,	 CD26,	 CD106,	 CD146,	 ITGA11,	STRO-1,	Gangliósido	GD2,	etc.			
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Marcador	de	superficie	 MSCs	 Fibroblastos	CD9,	 CD13,	 CD29,	 CD44,	 CD49a,	CD49b,	 CD54,	 CD71,	 CD73,	 CD90,	CD105,	CD164,	CD166	 +	 +	CD11a,	 CD14,	 CD16,	 CD31,	 CD33,	CD34,	 CD43,	 CD45,	 CD86,	 CD117,	CD133,	CD184,	CD85k,	HLA-DR	 -	 -	CD10,		CD106,	CD146,	ITGA11	 +	 -	CD26	 Variable	 +	
Tabla	 11.	 	 Comparación	de	 la	 expresión	de	marcadores	de	 superficie	 entre	MSCs	 y	 fibroblastos.	Modificado	de	Kundrotas,	2012165.		Al	 inyectar	 de	 manera	 intravenosa	 MSCs,	 en	 ausencia	 de	 una	 agresión	 al	organismo,	 éstas	 tienden	 a	 migrar	 a	 la	 médula	 ósea,	 donde	 permanecen	quiescentes166,167.	Sin	embargo,	tras	una	agresión	que	desencadene	una	respuesta	inflamatoria,	existe	un	reclutamiento	de	MSCs	en	sangre	periférica	que	migran	al	lugar	de	origen	de	 la	 inflamación	y	se	 integran	en	el	 tejido	dañado168,169,170,171,172,	pero	 estudios	 in	vivo	han	 demostrado	 que	 la	 repoblación	 de	 los	 tejidos	 dañados	por	diferenciación	de	las	células	madre	es	<	5%,	indicando	que	el	papel	que	estas	células	 desempeñan	 en	 los	 fenómenos	 de	 reparación	 y	 regeneración	 tisulares	 se	basa	en	otros	mecanismos,	como	el	control	sobre	los	mecanismos	reguladores	de	la	inflamación173,174,175,176.		De	 hecho,	 el	 efecto	 inmunomodulador	 de	 las	 MSCs	 es	 una	 propiedad	 bien	caracterizada.	 Las	 MSCs	 son,	 tanto	 in	 vitro	 como	 in	 vivo,	 no-inmunogénicas,	capaces	de	evadir	al	MHC	(complejo	mayor	de	histocompatibilidad,	del	inglés	Major	
Histocompatibility	Complex),	 incluso	entre	 individuos	genéticamente	diferentes,	 y	capaces	de	inhibir	la	proliferación	de	linfocitos	inducida	por	linfocitos	alogénicos,	la	maduración,	 proliferación	 y	 activación	de	 las	 células	 dendríticas	 y	 suprimir	 la	proliferación,	producción	de	citoquinas	y	citotoxicidad	de	 las	células	NK	(Natural	Killers),	 lo	 que	 les	 ha	 valido	 el	 sobrenombre	 de	 “supresoras	 universales	 del	sistema	inmunológico”	177,178,179,180.		Esta	 capacidad	 inmunomoduladora	 tiene	 especial	 relevancia	 a	 la	 hora	 de	 tratar	enfermedades	 o	 trastornos	 en	 los	 que	 se	 exacerba	 la	 acción	 del	 sistema	inmunológico,	como	ha	sido	constatado	en	diferentes	estudios,	como	por	ejemplo,	esclerosis	 múltiple181,	 enfermedad	 de	 Crohn182,	 artritis	 reumatoide183	 o	
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enfermedad	injerto	contra	huésped184,	pero	también	en	modelos	de	daño	orgánico:	lesión	 pulmonar	 aguda185,186,	 lesión	 renal	 aguda187,188,189,	 e	 insuficiencia	 hepática	aguda190,191.	Existe	en	la	actualidad	un	ensayo	clínico	en	fase	I/II	en	el	que	se	están	utilizando	MSCs	de	médula	ósea	(BMSCs)	tras	un	trasplante	renal	o	hepático	con	el	objetivo	de	disminuir	las	dosis	de	fármacos	inmunosupresores192.	Estudios	 novedosos	 destacan	 la	 presencia	 e	 importancia	 de	 las	 microvesículas	producidas	por	las	MSCs	(partículas	de	50	–	200	nm),	que	actúan	como	vehículos	mensajeros	 transportando	 mRNA,	 micro	 RNA	 (miRNA)	 o	 proteínas	 capaces	 de	reprogramar	 células	 dañadas	 e	 inducir	 la	 secreción	 de	 factores	citoprotectores193,194,195,196,197,198.	Además	 del	 efecto	 inmunomodulador,	 las	 MSC	 también	 poseen	 propiedades	antimicrobianas,	 secretando	péptidos	 con	acción	antibacteriana,	 catabolizando	el	triptófano	mediante	 la	 indolamina-2,3-dioxigenasa	 o	 aumentando	 la	 presencia	 y	capacidad	fagocítica	de	 los	neutrófilos199	y	que	podrían	aportar	un	valor	añadido	en	 aquellas	 patologías	 en	 las	 que	 la	 sobreinfección	 es	 frecuente	 o	 grave,	 como	sucede	en	la	IHA.	Pero	 la	médula	 ósea	no	 es	 la	 única	 fuente	de	MSCs,	 y	 se	 han	 encontrado	 células	mesenquimales	 con	 la	misma	morfología	 y	 capacidad	 de	 diferenciación	 en	 otros	tejidos,	 como	 el	 adiposo	 (ASCs),	 que	 supone	 una	 fuente	mucho	más	 accesible	 y	extensa	de	MSCs157,158,159,160,163,200,201,202,203,204	y	que	sólo	se	diferencian	en	algunos	marcadores	de	superficie.	Así,		las	ASCs	expresan	CD49d	(integrina	alfa4)	y	las	de	médula	 ósea	 no	 y,	 por	 el	 contrario,	 las	MSCs	 de	médula	 ósea	 (BMSCs)	 expresan	CD106	 (VCAM),	marcador	 que	 no	 tienen	 las	 ASCs155,205.	 Existen	 además	muchos	escenarios	clínicos	en	los	que	se	está	aplicando	la	terapia	celular	con	células	madre	derivadas	de	tejido	adiposo,	como	se	observa	en	la	tabla	12206.	Nuestro	 grupo	 de	 trabajo	 ha	 publicado	 numerosos	 artículos	 originales	 y	 de	revisión	sobre	el	uso	de	las	ASCs	en	diferentes	escenarios13,15,16,18,19,20,182,207,208,209,	210,211,212,213,214,215,216,217,218,	 así	 como	 realizado	 tres	 ensayos	 clínicos	correspondientes	 a	 Fase	 I14,	 Fase	 II17	 y	 Fase	 III219	 en	 los	 que	 se	 han	 implantado	células	madre	adultas	autólogas	derivadas	de	tejido	adiposo	para	el	tratamiento	de	fístulas	perianales	complejas.	
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A.	ASC	Research	Activity	 References	Adipose	tissue	 Mauney	et	al.,	2007	Bone	tissue	 Cowan	et	al.,	2004;	Dusa	et	al.,	2006;	Yoon	et	al.,	2007	Cartilage	 Dragoo	et	al.,	2003;	Guilak	et	al.,	2004	Skeletal	muscle	 Bacou	et	al.,	2004;	Goudenege	et	al.,	2009	Smooth	muscle	 Rodríguez	et	al.,	2006	Neural	 Ashjian,	2003;	Safford	et	al.,	2004;	Erba	et	al.,	2009;	Nakada	et	al.,	2009	Vocal	fold/laryngeal	tissue	 Kumai	et	al.,	2009;	Long	et	al.,	2009	Bladder/urethra	 Jack	et	al.,	2005	Cardiovascular	tissue/vascular	tissue	 Miranville	et	al.,	2004;	Heydarkham-Hagvall	et	al.,	2008;	Froehlich	et	al.,	2009;	Okura	et	al.,	2009	Hematopoietic	 Cousin,	2003;	Puissant	et	al.,	2005	Pancreatic	tissue/islet	development	 Timper	et	al.,	2006;	Okura	et	al.,	2009;	Kajiyama	et	al.,	2010	Hepatic	tissue	 Seo	et	al.,	2005;	Banas	et	al.,	2007;	Okura	et	al.,	2009	Epithelial/skin	tissue	 Brzoska	et	al.,	2005;	Jeong,	2009	Kidney	tubule	epithelial	cell	 Li	et	al.,	2009		
B.	ASCs	in	disease	and	injury	 References	Intervertebral	disc	repair	 Hsu	et	al.,	2008	Spinal	cord	injury	 Ryu	et	al.,	2009	Peripheral	nerve	regeneration	 di	Summa	et	al.,	2009	Glioblastoma	treatment	 Josiah	et	al.,	2010	Huntington’s	disease	 Lee	et	al.,	2009	Multiple	sclerosis	 Riordan	et	al.,	2009	Stroke	 Kim	et	al.,	2007	Urinary	incontinence	 Lin	et	al.,	2010	Erectile	dysfunction	 Lin	et	al.	2009	Liver	repair	 Liang	et	al.,	2009	Diabetes	 Lin	et	al.,	2009	Colitis	 González-Rey	et	al.,	2009	Ischemia	 Kondo	et	al.,	2009	Rheumatoid	artritis	 González-Rey	et	al.,	2010	Antiaging	 Park	et	al.,	2008	Wound	healing/skin	regeneration	 Trottier	et	al.,	2008	Cleft	palate	 Conejero	et	al.,	2006	Tendon	repair	 Uysal	and	Mizuno,	2009			
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C.	ASC	Human	Trials	 References	Calvarial	defect	 Lendeckel	et	al.,	2004	Crohn’s	disease	 García-Olmo	et	al.,	2009;	Taxonera	et	al.,	2009	Urinary	incontinence	 Yamamoto	et	al.,	2009	Graft	vs.	Host	disease	 Fang	et	al.,	2007	
Tabla	 12.	 Resumen	 de	 las	 aplicaciones	 de	 las	 ASCs.	 A.	 Áreas	 de	 investigación	 con	 ASCs.	 B.	Patologías	en	las	que	se	han	utilizado	ASCs	(experimental).	C.	Ensayos	clínicos	con	ASCs.		Modificado	de	Zuk,	2010206.			Todos	los	trabajos	confirman	que	su	obtención	y	cultivo	son	factibles,	así	como	que	son	seguras	en	la	práctica	clínica	y	carecen	de	conflictos	éticos220.		
2.2.2.	Terapia	celular	e	insuficiencia	hepática	aguda	




El	trasplante	de	hepatocitos	maduros	ha	sido	la	primera	línea	de	investigación	en	terapia	celular	para	el	tratamiento	de	enfermedades	hepáticas	congénitas,	crónicas	y	agudas,	incluyendo	la	IHA,	y	sigue	siendo	el	principal	modelo	de	tratamiento,	ya	que	el	principal	mecanismo	de	regeneración	y	repoblación	del	hígado	consiste	en	la	 proliferación	 de	 los	 hepatocitos	maduros	 y	 cuya	 capacidad	 clonogénica	 les	 ha	valido	el	sobrenombre	de	“células	madre	hepáticas	funcionales”	221.	Desde	que	Howard	et	al.222	aislaran	por	primera	vez	en	1967	hepatocitos	de	rata	y	Berry	 y	 Friend	 describieran	 en	 1969	 la	 perfusión	 de	 colagenasa	 utilizada	 en	 la	actualidad	 para	 aislarlos223,	 muchos	 han	 sido	 los	 estudios	 realizados	 en	 este	campo,	 incluyendo	 el	 primer	 trasplante	 de	 hepatocitos	 (TCH)	 en	 animales,	realizado	en	1976	en	un	modelo	de	metabolopatía	en	rata	por	Matas	et	al.224	y	el	primero	en	un	modelo	de	IHA,	también	de	rata,	en	1977	por	Sutherland225.	Es	de	destacar	el	modelo	desarrollado	por	Kobayashi	et	al.	en	el	año	2000,	en	el	que	la	infusión	 intraesplénica	 en	 ratas	 del	 5%	 de	 la	 masa	 hepática	 de	 hepatocitos	humanos	 reversiblemente	 inmortalizados	 tras	 una	 hepatectomía	 del	 90%,	 que	hubiera	 conducido	 inevitablemente	 a	 la	 muerte	 por	 IHA,	 logró	 garantizar	 la	supervivencia	 a	 corto	 plazo	 de	 los	 especímenes	 merced	 a	 un	 adecuado	 soporte	metabólico226.		Los	 primeros	 casos	 de	 TCH	 en	 humanos	 datan	 de	 1992	 y	 1998,	 en	 dos	 adultos	cirróticos	 y	 en	 una	 niña	 con	 enfermedad	 de	 Criggler-Najjar	 tipo	 I,	respectivamente227,228.	En	la	actualidad,	existen	más	de	40	casos	de	IHA	publicados	tratados	con	trasplante	de	células	hepáticas229.	Sin	embargo,	la	mayoría	de	las	publicaciones	hacen	referencia	a	casos	clínicos	sin	unanimidad	de	criterios	respecto	a	las	indicaciones,	metodología,	criopreservación	celular	 o	 valoración	 de	 la	 respuesta	 al	 TCH,	 por	 lo	 que	 en	 2013	 se	 realizó	 una	conferencia	de	consenso230.	Entre	 las	diferentes	 cuestiones	 abordadas	 en	esta	 conferencia	 se	 encuentran:	 las	fuentes	 de	 obtención	 de	 los	 hepatocitos,	 las	 indicaciones	 del	 TCH	 (tabla	 13),	 el	aislamiento	y	valoración	de	la	viabilidad	de	los	hepatocitos,	su	criopreservación,	el	
2.	INTRODUCCIÓN	
	 67	

















Las	líneas	actuales	de	investigación,	sin	embargo,	están	centradas	en	la	obtención	de	hepatocitos	procedentes	de	células	progenitoras	de	origen	hepático	—	células	hepáticas	de	origen	fetal	o	hepatoblastos	y	células	progenitoras	hepáticas	o	células	ovales	 —	 	 o	 derivados	 de	 células	 madre	 progenitoras	 pluripotentes	 —	 células	madre	embrionarias	(ESC),	MSCs	y	células	madre	pluripotenciales	inducidas	(iPS)	—,	 debido	 a	 la	 escasez	 de	 hepatocitos	maduros,	 pese	 a	 la	 ampliación	de	 fuentes	donantes,	 por	 su	 dificultad	 de	 proliferación	 in	 vitro	 y	 problemas	 asociados	 a	 la	criopreservación,	 y	 a	 los	 efectos	 de	 inmunomodulación	 y	 capacidad	 mayor	 de	supervivencia	de	las	células	madre.	El	 TCH	 se	 realiza	 mediante	 un	 número	 variable	 de	 infusiones	 de	 células	 recién	obtenidas	o	criopreservadas,	a	través	de	un	catéter	alojado	en	la	vena	porta	o	en	la	artería	 esplénica,	 según	 la	 patología.	 Es	 necesaria	 la	 compatibilidad	 AB0	 y	 la	inmunosupresión	 con	 corticoides	 e	 inhibidores	 de	 la	 calcineurina230.	 Ésta	 última	podría	 evitarse	 mediante	 la	 utilización	 de	 hepatocitos	 encapsulados	 en	microesferas	 de	 alginato	 e	 infusión	 intraperitoneal,	 aunque	 se	 trata	 aún	 de	 un	abordaje	experimental232.		Previo	 al	 TCH,	 es	 necesario	 determinar	 la	 viabilidad	 celular	mediante	 el	 test	 de	exclusión	de	azul-tripán.	Se	considera	aceptable	una	viabilidad	del	80%	antes	de	la	criopreservación	 y	 del	 60%	 después	 de	 la	 descongelación.	 Sin	 embargo,	 la	criopreservación	 es	 un	 procedimiento	 que	 produce	 daños	mitocondriales	 en	 las	células	congeladas,	a	pesar	de	que	algunos	protocolos,	como	el	del	King’s	College,	hayan	 logrado	 hasta	 3	 años	 de	 criopreservación	 sin	 pérdida	 de	 la	 función	hepatocelular233.	 Los	 daños	 asociados	 a	 la	 criopreservación	 pueden	 mitigarse	parcialmente	 mediante	 la	 adición	 de	 sustancias	 quelantes	 del	 hierro,	 como	 la	desferoxamina,	y	soluciones	ricas	en	iones234,	pero	se	siguen	prefiriendo	células	no	criopreservadas231.	La	 cuantificación	de	 la	 calidad	de	 los	hepatocitos,	 además	de	su	viabilidad,	 se	ha	convertido	en	un	objetivo	de	máximo	interés,	para	seleccionar	aquéllas	células	que	presenten	el	mejor	perfil	metabólico	para	cada	patología	concreta	en	la	que	van	a	ser	aplicadas.	Así,	se	propone	realizar	estudios	de	determinación	de	la	producción	de	ATP,	de	 la	ureogénesis,	de	 la	metabolización	de	 fármacos	por	el	 citocromo	P-
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450,	de	la	respiración	celular,	del	estrés	oxidativo,	de	la	apoptosis,	etc235.	Pero,	por	desgracia,	 aún	 desconocemos	 los	 parámetros	 de	 calidad	 celular	 que	 mejor	 se	correlacionan	con	la	integración	celular	y	el	éxito	del	TCH230.		Este	último	parámetro,	 la	 integración	celular,	es	crucial	para	el	éxito	del	TCH,	así	como	 determinar	 la	 funcionalidad	 de	 las	 células	 trasplantadas	 en	 el	 receptor,	mediante	la	determinación	de	la	actividad	enzimática	deficitaria.	Se	ha	demostrado	en	 estudios	 experimentales	 que,	 entre	 el	 70%	 y	 el	 90%	 de	 los	 hepatocitos	trasplantados	son	eliminados	de	 los	sistemas	portal	y	sinusoidal	hepáticos	en	 las	primeras	 48h	 postrasplante	 por	 el	 sistema	 inmunológico	 y	 otros	 eventos	sinusoidales230,236,	por	 lo	que	actualmente,	se	están	 investigando	diversas	 formas	de	 acondicionar	 el	 hígado	 previamente	 al	 TCH,	 con	 el	 objeto	 de	 aumentar	 el	número	 de	 células	 que	 aniden	 en	 él;	 entre	 otras,	 destacan	 la	 irradiación	 y	 la	embolización	portal237,238,239.		Es	posible	que	células	con	mayor	potencial	de	crecimiento,	como	las	células	ovales,	los	hepatoblastos	o	las	iPS,	tengan	una	mayor	capacidad	de	integración	y	son,	como	hemos	comentado,	las	actuales	líneas	de	investigación.	Actualmente	 hay	 en	 marcha	 un	 ensayo	 clínico	 en	 fase	 I,	 llevado	 a	 cabo	 en	 la	Universidad	de	Pittsburg,	en	el	que	reclutan	pacientes	con	IHA	de	entre	0	y	21	años	que	serán	tratados	mediante	trasplante	de	hepatocitos	maduros240.			
Trasplante	de	hepatocitos	fetales	o	hepatoblastos	
Los	hepatocitos	fetales	son	células	que	aparecen	en	el	divertículo	hepático	a	partir	de	 la	 cuarta	 semana	 de	 gestación,	 derivadas	 de	 células	 madre	 pluripotenciales	hepatogénicas,	y	son	capaces	de	diferenciarse	 in	situ	en	hepatocitos	maduros	una	vez	 trasplantados	 en	 algunos	 modelos	 animales231.	 Este	 hecho,	 junto	 a	 su	 alta	capacidad	de	proliferación,	las	convierten	en	una	fuente	alternativa	de	células	para	su	uso	en	el	tratamiento	de	enfermedades	hepáticas.	Su	aislamiento	y	cultivo	en	humanos,	provenientes	de	tejido	hepático	fetal	donado	después	de	abortos	realizados	bajo	 indicación	médica,	así	como	su	uso	clínico	en	
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casos	de	hígado	graso	agudo	asociado	al	embarazo,	insuficiencia	hepática	aguda	y	cirrosis	terminal,	ya	han	sido	publicados241,242,243,244.	Sin	embargo,	cuestiones	como	la	diferenciación	o	funcionalidad	tras	el	trasplante,	no	están	aún	del	todo	aclaradas	en	el	modelo	humano.	En	diversos	modelos	murinos	los	hepatoblastos	trasplantados,	una	vez	separados	de	 los	progenitores	hematopoyéticos	que	constituyen	otra	gran	población	celular	en	hígados	 fetales,	han	 logrado	 tasas	de	 repoblación	de	hasta	el	80%	de	 la	masa	hepática245,	e	incluso	se	han	observado	fenómenos	de	apoptosis	en	los	hepatocitos	deficitarios	del	receptor,	inducidos	por	las	células	donantes246,	lo	cual	podría	tener	especial	interés	en	el	tratamiento	de	enfermedades	metabólicas.	Pero,	en	algunos	estudios	como	el	de	Haridass	et	al.247	en	el	que	se	utilizan	hepatoblastos	humanos,	la	tasa	de	repoblación	es	inferior	a	la	alcanzada	con	hepatocitos	maduros.	No	obstante,	para	muchos	pacientes	su	origen	podría	no	ser	aceptable	y,	por	tanto,	las	consideraciones	éticas	hacen	que	esta	fuente	no	esté	actualmente	disponible	en	nuestro	entorno.			
Trasplante	de	células	madre	adultas	de	origen	hepático	
Células	progenitoras	hepáticas	o	células	ovales	En	1956,	Farber	describió	por	primera	vez	una	población	de	células	con	capacidad	pluripotencial	 del	 hígado	 y	 las	 denominó	 células	 ovales	 por	 su	 morfología248,	aunque	su	terminología	resulta	confusa	en	la	literatura.		Las	 células	ovales	 se	 localizan	en	 los	 canales	de	Hering	o	 sistema	ductular	biliar	terminal	 (figura	 6),	 lugar	 en	 el	 que	 el	 epitelio	 biliar	 entra	 en	 contacto	 con	 los	cordones	de	hepatocitos.		Estas	células	tienen	dificultad	para	autoregenerarse,	por	lo	 que	 algunos	 autores	 no	 las	 consideran	 verdaderas	 células	madre,	 sino	 células	progenitoras	hepáticas	 (HPC)	o	células	amplificadoras	 transitorias,	bipotenciales,	capaces	 de	 diferenciarse	 tanto	 en	 hepatocitos	 como	 en	 colangiocitos	 ante	determinados	estímulos,	especialmente	mediados	por	la	superfamilia	del	factor	de	necrosis	tumoral	(TNF).	
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Sin	embargo,	gran	cantidad	de	trabajos	y	estudios	han	sido	publicados	a	cerca	de	las	 células	provenientes	de	 los	 canales	de	Hering	por	 su	carácter	 stem	cell-like,	 y	desde	 un	 punto	 de	 visto	 inmunofenotípico,	 parece	 que	 existen	 diferentes	subpoblaciones	 celulares,	 con	marcadores	diferentes	 y	que	 apuntan,	 por	 tanto,	 a	orígenes	también	diferentes.		Por	un	lado,	la	α-fetoproteína	(AFP),	un	marcador	característico	de	los	hepatocitos	fetales,	está	presente	en	menos	de	un	0,01%	de	las	células	de	un	hígado	adulto.	Las	células	ovales	clásicas	descritas	por	Farber	expresan	este	marcador,	así	como	Thy-1	 o	 CD90,	 un	 marcador	 de	 estirpe	 hematopoyética	 que	 recuerda	 el	 origen	íntimamente	ligado	de	los	precursores	hematopoyéticos	y	hepáticos.	Sin	embargo,	tanto	en	las	placas	ductales	en	hígados	fetales	y	neonatales,	como	en	los	canales	de	Hering	en	hígados	pediátricos	y	adultos,	existen	células	progenitoras	que	son	AFP	negativas	y	CD90	negativas,	pero	que	son	positivas	para	CK-19	(citoqueratina	19),	un	 marcador	 de	 epitelio	 biliar,	 y	 para	 EpCAM	 (Epithelial	 Cell	 Adhesion	Molecule)249	 y	 que	 algunos	 autores	 consideran	 como	 las	 precursoras	 de	 los	hepatoblastos.	Una	subpoblación	de	estas	células	además	expresa	albúmina.	Así	pues,	dependiendo	del	modelo	utilizado	y	del	tipo	de	daño	hepático	realizado,	existen	 diferentes	 tipos	 de	 “células	 ovales”,	 por	 lo	 que	 en	 conjunto	 se	 prefiere	hablar	 del	 “compartimento	 oval”	 o	 de	 “células	 madre/progenitoras	 hepáticas	residentes”,	 para	 hacer	 referencia	 al	 pool	 de	 células	 en	 el	 hígado	 adulto	 con	capacidad	 de	 comportarse	 como	 una	 célula	 madre.	 Una	 de	 las	 cuestiones	 más	importantes	que	surge	es	cómo	el	hígado	selecciona	en	función	del	tipo	y	gravedad	de	la	lesión	el	tipo	de	respuesta	celular	para	la	regeneración250.	Las	 células	 del	 compartimento	 oval,	 habitualmente	 quiescentes,	 se	 activan	 para	posteriormente	 y	 tras	 la	 fase	 de	 proliferación	 o	 amplificación	 en	 la	 que	 forman	cordones	 de	 epitelio	 biliar,	 migrar	 y	 diferenciarse.	 La	 activación	 de	 las	 células	ovales	depende	 fundamentalmente	de	 la	 incapacidad	de	 los	hepatocitos	maduros	para	proliferar,	mecanismo	fundamental	de	regeneración	y	repoblación	del	hígado.	Esto	sucede	ante	diversas	enfermedades	hepáticas	crónicas,	no	así,	de	manera	al	menos	significativa,	en	la	IHA,	aunque	existen	fuertes	contradicciones	en	cuanto	al	papel	que	desempeñan	las	HPC	en	la	regeneración	hepática;	desde	estudios	en	los	
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ASCs)	Las	 células	madre	mesenquimales	 se	 están	 utilizando	 a	 nivel	 clínico	 en	 diversas	patologías258,259,260,	pero	en	la	mayoría	de	las	casos	y	en	concreto	en	relación	a	la	patología	 hepática,	 sólo	 las	 células	 madre	 mesenquimales	 derivadas	 de	 médula	ósea	han	sido	utilizadas	hasta	la	fecha.	Por	tanto,	sobre	el	efecto	de	las	ASCs	en	la	IHA	 sólo	 disponemos	 de	 evidencia	 en	 modelos	 experimentales,	 y	 la	 mayoría	 de	ellos,	además,	en	pequeños	animales	(ratas	y	ratones).		Asimismo,	 las	 series	 de	 casos	 y	 ensayos	 clínicos	 publicados	 con	 BMSCs	 son	 en	pacientes	 con	 hepatopatías	 crónicas	 de	 diverso	 origen	 o	 con	 AoCLF,	 ninguno	 en	IHA	 (tabla	 14)261,	 y	 con	 diversos	 resultados.	 En	 general,	 se	 considera	 como	 una	terapia	 prometedora	 al	mejorar,	 aunque	 sea	 de	 forma	 leve,	 algunos	 parámetros	bioquímicos	y	la	puntuación	del	MELD	score.	El	trabajo	de	Mohamadnejad	et	al.262,	por	el	 contrario,	 concluye	que	 su	uso	no	 tiene	un	efecto	beneficioso,	pero	que	el	tamaño	muestral	fue	probablemente	insuficiente.			En	 el	 trabajo	publicado	por	Gasbarrini	 et	 al.263,	 	 un	 caso	de	 IHA	—	 inducida	por	toxicidad	con	Nimesulida,	un	antiinflamatorio	no	esteroideo	COX-2	selectivo—,	la	selección	 de	 las	 células	 se	 realizó	 por	 aféresis	 de	 células	 CD34+,	 tras	 la	administración	de	G-CSF	(Granulocyte	Colony	Stimulating	Factor).	El	marcador	de	superficie	CD34+	existe	en	algunas	BMSCs,	pero	es	esencialmente	negativo	en	esta	
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Células	madre	pluripotenciales	inducidas	(iPS)	Las	 células	 pluripotenciales	 inducidas	 son	 células	 que	 provienen	 de	 la	reprogramación	de	células	somáticas	adultas,	utilizando	factores	pluripotenciales,	y	que	pueden	dar	origen	a	células	de	cualquiera	de	las	tres	capas	germinales.	Los	 trabajos	 preliminares	 sobre	 reprogramación	 celular	 se	 basan	 en	 la	transferencia	 de	 núcleos	 de	 células	 somáticas	 a	 oocitos	 no	 fertilizados267	 o	 por	fusión	 con	 células	 madre	 embrionarias268.	 En	 ambos	 casos	 se	 hipotetizaba	 la	existencia	 de	 factores	 capaces	 no	 sólo	 de	 mantener	 la	 identidad	 de	 las	 células	embrionarias,	sino	también	de	inducir	pluripotencialidad	a	células	somáticas.		Yamanaka	y	Takahashi269	 fueron	capaces	de	crear	 iPS,	a	partir	de	fibroblastos	de	piel	de	ratón,	mediante	la	expresión	de	cuatro	factores	de	transcripción,	conocidos	como	los	factores	de	Yamanaka	o	Y4:	Oct3/4,	Sox2,	Klf4	y	c-Myc	(OSKM).	Para	ello	crearon	 material	 transgénico	 mediante	 el	 uso	 de	 retrovirus	 como	 vectores.	 La	potencial	 integración	 aleatoria	 de	 estos	 retrovirus	 y	 el	 material	 transgénico	resultante	 genera	 ciertas	 alarmas	 sobre	 el	 posible	 aumento	 del	 riesgo	 de	desarrollo	de	tumores.	Por	 ello,	 nuevas	 estrategias	 basadas	 en	 la	 transfección	 celular	 de	 los	 factores	 de	Yamanaka	 están	 siendo	 desarrollados,	 como	 el	 uso	 de	 péptidos	 penetrantes	celulares	 (fragmento	 peptídico	 del	 transactivador	 de	 la	 transcripción	 del	 VIH),	virus	 recombinantes	 episomales	 (adenovirus	 o	 virus	 Senaï),	 transfección	 del	mRNA	o	plásmidos	sin	componente	bacteriano	(“minicircles”)270.			Una	segunda	forma	de	reprogramación	celular,	no	basada	en	los	factores	clásicos	de	 Yamanaka,	 consiste	 en	 la	 sobreexpresión	 de	micro	 RNA	 (miRNAs),	 pequeñas	moléculas	 no	 codificantes	 de	 RNA	 con	 funciones	 de	 silenciar	 RNA	 y	 regulación	postranscripcional	de	la	expresión	génica270.	El	 desarrollo	 de	 estas	 células,	 que	 tienen	 la	 ventaja	 ética	 de	 no	 provenir	 de	embriones	ni	 fetos	y	que,	al	obtenerse	a	partir	del	mismo	 individuo	en	el	que	se	van	a	utilizar,	tienen	también	la	potencial	ventaja	de	evitar	el	fenómeno	de	rechazo	del	injerto	y	la	necesidad	de	inmunosupresión,	fue	merecedor	del	Premio	Nobel	de	
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Células	madre	embrionarias	Las	 células	madre	 embrionarias,	 obtenidas	 de	 la	masa	 interna	 del	 blastocisto	 en	mamíferos	hacia	el	cuarto	o	quinto	día	posfertilización	—	entre	50	–	150	células	aproximadamente	—,	tienen	la	capacidad	de	proliferar	indefinidamente	al	mismo	tiempo	 que	 mantienen	 su	 pluripotencialidad	 y	 capacidad	 de	 diferenciación	 en	células	 de	 las	 tres	 capas	 embrionarias277.	 Las	 ESC	 humanas	 han	 sido	 objeto	 de	estudio	durante	muchos	años278	y	de	 forma	similar	a	 las	 iPS,	numerosos	tipos	de	células	han	sido	derivadas	de	ellas.		Existen	protocolos	de	laboratorio	para	la	obtención	de	células	hepáticas	a	partir	de	ESC,	 pero	 al	 igual	 que	 sucede	 con	 las	 células	 de	 derivadas	 de	 las	 iPS,	 fenotípica,	metabólica	y	 funcionalmente	se	asemejan	más	a	 los	hepatocitos	 fetales	que	a	 los	adultos	 y	 se	 consideran,	 por	 tanto,	 células	 hepatocyte-like	 con	 las	 mismas	limitaciones	de	uso	que	las	anteriores279.	En	cualquier	caso,	 las	consideraciones	éticas	del	uso	de	ESC	hacen	de	esta	fuente	una	de	las	líneas	de	investigación	menos	atractivas	y	rentables.		
Hepatocitos	xenogénicos	La	 falta	 de	 fuentes	 para	 la	 obtención	 de	 hepatocitos	 fue	 promotora	 de	 la	investigación	con	células	de	otras	especies,	así	como	del	xenotrasplante	de	órganos	sólidos,	 pero	 los	 avances	 en	 la	 reprogramación	 celular	 están	 haciendo	 perder	interés	por	ella.		El	origen	del	xenotrasplante	se	remonta	a	principios	del	siglo	XVII	en	Inglaterra	y	Francia,	donde	se	realizaron	las	primeras	transfusiones	sanguíneas	de	animales	a	personas.	Ya	en	1966,	Reemtsma	publicó	la	supervivencia	a	9	meses	de	pacientes	que	recibieron	un	trasplante	renal	de	chimpancé280.	El	principal	factor	limitante	del	trasplante	entre	especies	diferentes	es	el	rechazo	inmunológico,	 tanto	de	 forma	hiperaguda,	mediada	por	 los	anticuerpos	naturales	
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IgM	 anti	 epítopo	 gal	 (galactosil	 α-(1,3)-galactosil	 β-1,4-N-acetyl	 glucosaminil),	generados	 por	 la	 exposición	 y	 contacto	 con	 esta	 sustancia	 a	 través	 del	 tubo	digestivo	y	que	producen	la	activación	del	complemento	y	las	células	NK,	como	de	forma	aguda,	por	anticuerpos	principalmente	anti-gal	ya	de	clase	IgG	amplificados	y	por	la	inmunidad	celular	mediada	por	el	MHC,	que	en	última	instancia	provocan	fenómenos	trombóticos	y	de	coagulación	intravascular	diseminada.	La	posibilidad	de	 manipulación	 genética	 de	 los	 organismos	 ha	 posibilitado	 la	 creación	 de	individuos	de	especies	sin	el	antígeno	gal	y	que	resultan	prometedores,	entre	ellos	el	cerdo281.		El	 cerdo,	 utilizado	 ya	 como	 fuente	 de	 válvulas	 cardiacas	 e	 insulina	 es	 también	utilizado	en	los	biorreactores	de	los	dispositivos	bioartificiales	de	soporte	hepático	que	ya	hemos	comentado,	y	es	más	rápido	y	menos	costoso	de	criar	que	primates	no-humanos,	además	de	presentar	menos	problemas	éticos	que	estos	últimos.		Existen	también	modelos	animales	en	los	que	se	ha	logrado	con	éxito	trasplantar	hepatocitos	 xenogénicos282.	 Sin	 embargo,	 además	 del	 problema	 del	 rechazo	inmunológico,	 que	 pudiera	 corregirse	 mediante	 dosis	 mayores	 de	inmunosupresión	 asumiendo	 sus	 riesgos,	 o	mediante	 la	microencapsulación	 con	polímeros,	 existe	 otro	 problema	 fundamental:	 la	 correcta	 función	 tanto	 celular	como	 de	 los	 productos	 sintetizados.	 El	 hígado	 produce	 un	 gran	 número	 de	proteínas	y	muchas	de	ellas	podrían	no	ser	 funcionantes	entre	especies,	 como	 la	eritropoyetina	y	la	renina	porcinas,	que	no	son	funcionantes	en	humanos.		Otro	 ejemplo	 es	 la	 respuesta	 al	 TNFα;	 los	 hepatocitos	 porcinos	 aumentan	 la	producción	 de	 fibrinógeno	 y	 polímeros	 estables	 de	 fibrina	 mientras	 que	 los	humanos	 realizan	 justo	 la	 acción	 contraria.	 Por	 tanto,	 queda	 aún	 mucho	 por	recorrer	en	este	campo	de	investigación,	aunque	con	los	datos	preclínicos	que	hay,	algunos	prevén	la	puesta	en	marcha	de	ensayos	clínicos	en	dos	o	tres	años283.		
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2.3.	 MODELOS	 EXPERIMENTALES	 DE	 INSUFICIENCIA	
HEPÁTICA	AGUDA	
La	 baja	 casuística	 y	 la	 gravedad	 que	 reviste	 la	 IHA	 en	 seres	 humanos	 dificulta	enormemente	 la	 realización	 de	 ensayos	 clínicos,	 obligando	 pues	 a	 recurrir	 al	desarrollo	y	uso	de	modelos	experimentales.	Los	modelos	creados,	siendo	necesario	remontarse	hasta	hace	casi	cincuenta	años	para	 encontrar	 las	 primeras	 referencias,	 pueden	 clasificarse	 en	 tres	 categorías	principales:	quirúrgicos,	farmacológicos	e	infectivos.		Las	 especies	 utilizadas	 para	 el	 estudio	 de	 la	 IHA	 son	 mamíferos	 de	 pequeño	 y	mediano	tamaño	y	son	fundamentalmente	cinco:	ratones,	ratas,	conejos,	perros		y	cerdos.		
2.3.1.	Modelos	quirúrgicos	
Hepatectomía	total	o	parcial	
El	primer	 intento	de	desarrollo	de	un	modelo	experimental	para	el	estudio	de	 la	fisiología	hepática	mediante	una	resección	quirúrgica	se	 llevó	a	cabo	en	1921	en	perros	por	Mann284.		Desde	entonces,	multitud	de	técnicas	y	especies	animales	han	sido	utilizadas	para	crear	 modelos	 de	 IHA,	 aunque	 éstas	 se	 podrían	 resumir	 en	 hepatectomías	parciales,	de	mayor	o	menor	extensión,	y	hepatectomías	totales.		Los	 modelos	 anhepáticos	 (hepatectomía	 total)	 son	 buenos	 para	 el	 estudio	 de	dispositivos	bioartificiales,	especialmente	los	modelos	porcinos	por	su	similitud	en	cuanto	 a	 peso	 corporal	 y	 proporciones	 con	 respecto	 al	 ser	 humano	 y	 su	menor	coste	 frente	 a	otros285,286,287,288,	 pero	 tienen	el	 inconveniente	de	no	 tener	 la	 gran	cantidad	 de	 sustancias	 proinflamatorias	 y	 tóxicas	 circulantes	 que	 se	 producen	habitualmente	en	el	contexto	de	la	IHA	y	que	son	responsables	en	gran	medida	de	la	clínica	de	los	pacientes.	Además,	en	ausencia	de	TH,	son	modelos	irreversibles,	
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por	 lo	 que	 tampoco	 permiten	 el	 estudio	 de	 tratamientos	 que	 potencialmente	aumenten	la	supervivencia.		Sin	embargo,	es	mérito	de	estos	modelos	el	avance	en	las	medidas	de	soporte,	que	actualmente,	 y	 en	 casos	 extremos,	 permiten	 mantener	 con	 vida	 a	 pacientes	 en	situaciones	 anhepáticas	 hasta	 la	 llegada	 de	 un	 órgano	 para	 trasplantar.	 Estas	situaciones	 pueden	 darse,	 no	 sólo	 en	 casos	 de	 IHA	 muy	 grave,	 sino	 en	traumatismos	 hepáticos	 masivos	 (avulsión	 hepática)	 o	 tras	 un	 TH,	 ante	 el	desarrollo	de	una	disfunción	primaria	del	injerto.		Algunos	de	los	trabajos	de	hepatectomías	totales	más	relevantes	son	el	de	Frank	et	al.289	 en	 perros	 y	 el	 de	 Knubben	 et	 al.290	 en	 cerdos.	 La	 importancia	 de	 estos	trabajos	radica	en	el	desarrollo	de	una	técnica	quirúrgica	en	la	que	se	preserva	por	primera	vez	la	vena	cava	inferior	durante	la	extracción,	mediante	un	bypass	porto-cava,	mejorando	enormemente	las	condiciones	hemodinámicas	y	la	supervivencia	de	 los	 animales	durante	 el	 procedimiento.	 El	 trabajo	de	 Frank	 fue	mejorado	por	Starzl291,	 quien	 basado	 en	 estos	 trabajos	 experimentales	 en	 perros	 y	 en	 la	experiencia	del	ya	implantado	programa	de	trasplante	renal,	perfeccionó	la	técnica	de	extracción	y	posteriormente	implantación	del	hígado	y	dio	lugar	a	la	realización	del	primer	trasplante	hepático	humano	en	1963.	Otros	 modelos	 de	 hepatectomía	 total	 que	 merecen	 ser	 destacados	 son	 los	 de	Azoulay	et	al.292	en	ratas,	que	describe	una	técnica	de	extracción	en	una	sola	fase	mediante	 el	 uso	 de	 un	 injerto	 en	 “Y”	 cavo-renal	 de	 una	 rata	 donante,	 y	 que	simplifica	los	hasta	entonces	complejos	modelos	de	hepatectomía	total	en	rata,	en	los	que	se	requerían	múltiples	fases	quirúrgicas	y	en	los	que	la	extracción	hepática	era	muchas	veces	incompleta,	el	modelo	de	Daloze	et	al.293	en	perros,	en	el	que	por	medio	 de	 un	 shunt	 mesentérico-cava,	 se	 mantiene	 la	 integridad	 del	 tracto	gastrointestinal	y	pancreático,	y	permite	un	adecuado	estudio	de	la	metabolización	extrahepática	de	diferentes	sustancias	y	el	de	Lempinen	et	al.294	en	cerdos,	quien	utiliza	 por	 primera	 vez	 una	 prótesis	 vascular	 no	 trombogénica	 de	 PTFE-e	(politetrafluoroetileno	expandido	o	Gore-Tex®)	para	 la	reconstrucción	de	 la	vena	cava.	
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Los	modelos	de	 IHA	creados	a	partir	de	 resecciones	parciales	 remedarían	 la	 IHA	que	 se	 puede	 producir	 en	 pacientes	 sometidos	 a	 una	 hepatectomía	 extensa,	habitualmente	por	patología	tumoral	hepática	primaria	o	metastásica,	en	los	que	el	hígado	 remanente	 es	 incapaz	 de	 asumir	 las	 funciones	 metabólicas	 y	 de	detoxificación.	 Sin	 embargo,	 muchos	 modelos	 de	 resección	 parcial	 exclusiva,	 es	decir,	no	combinados	con	otras	técnicas,	son	incapaces	de	provocar	coma	hepático	y	el	cuadro	clínico	que	generan	no	es,	en	muchas	ocasiones,	representativo.	Por	el	contrario,	 permiten	 un	 estudio	 exhaustivo	 de	 los	 procesos	 de	 regeneración	hepática295,	aunque	alcanzar	el	equilibrio	entre	el	desarrollo	de	IHA	y	permitir	 la	capacidad	regenerativa	del	hígado	es	una	dificultad	añadida	en	estos	modelos.	Dado	que	la	regeneración	hepática	depende	de	un	gran	número	de	factores,	como	la	 edad,	 el	 sexo	o	 incluso	 los	 ritmos	 circadianos,	 estos	modelos	deben	 realizarse	bajo	 estrictas	 condiciones	 experimentales,	 y	 que	 pueden	 ser	 causa	 de	 una	 difícil	estandarización	de	los	mismos.	En	general,	se	asume	que	una	hepatectomía	del	85%	–	90%	en	ratas	es	suficiente	para	inducir	una	IHA,	pero	la	corrección	estricta	de	la	hipoglucemia	es	capaz,	por	sí	sola,	de	aumentar	la	supervivencia	y	ser	necesarias	resecciones	de	hasta	el	95%296.	En	modelos	 de	mayor	 tamaño	 y,	 por	 tanto,	 organismos	más	 complejos	 como	 los	cerdos,	la	resección	necesaria	para	inducir	un	cuadro	de	IHA	es	menor,	rondando	el	70%	–	80%	del	volumen	hepático	total.		La	 combinación	 de	 resecciones	 hepáticas	 con	 el	 uso	 de	 tóxicos,	 como	 la	galactosamina	 o	 el	 paracetamol,	 o	 con	 shunts	 vasculares	 del	 remanente	 son	 una	alternativa	a	los	modelos	exclusivamente	resectivos288,297	y	tienen	la	doble	ventaja	de	 necesitar	 una	 resección	 de	 menor	 tamaño,	 siendo	 por	 tanto	 técnicamente	menos	demandantes	y	disminuyendo	el	riesgo	de	mortalidad	intraoperatoria,	y	de	liberar	al	 torrente	sanguíneo	sustancias	 tóxicas	y	proinflamatorias	que	producen	un	cuadro	clínico	de	mayor	parecido	al	que	se	observa	en	seres	humanos.	Como	hemos	comentado,	los	animales	grandes	como	el	cerdo,	pero	también	perros	y	ovejas,	tienen	una	anatomía	y	fisiología	más	parecida	a	la	de	los	seres	humanos	y,	por	 tanto,	 serían	 los	modelos	quirúrgicos	 ideales,	pero	un	 factor	 importante	que	limita	su	universalización	y	que	favorece	el	uso	de	modelos	con	animales	pequeños	
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RM	 lóbulo	medio	 derecho;	LM	 lóbulo	medio	 izquierdo;	LLL	 lóbulo	 lateral	 izquierdo;	 SRL	 lóbulo	superior	 derecho;	 IRL	 lóbulo	 inferior	 derecho;	AC	 lóbulo	 caudado	 anterior	 (superior);	PC	 lóbulo	caudado	posterior	(inferior);		CP	proceso	caudado;	SHV	venas	suprahepáticas.		
Desvascularización	completa	o	transitoria	





de	 la	arteria	hepática,	asociada	o	no	a	 la	 ligadura	de	otras	colaterales	y	de	 la	vía	biliar	principal.	Mediante	esta	técnica,	a	diferencia	de	los	modelos	resectivos,	se	ha	conseguido	 recrear	 la	 encefalopatía	 hepática	 y	 el	 aumento	 de	 la	 presión	intracraneal,	 lo	 cual	 permite	 el	 estudio	 de	 las	 complicaciones	 neurológicas	asociadas	a	la	IHA295.	Aunque	este	procedimiento	conduce	inevitablemente	a	la	muerte	del	animal,	crea	una	ventana	terapéutica	suficientemente	amplia	—	entre	6h	–	12h	—		durante	la	cual	 poder	 estudiar	 diferentes	 tratamientos	 y	 el	 uso	 de	 dispositivos	bioartificiales299,300,301.	 Se	 han	 creado	 modelos	 con	 perros	 y	 ratas,	 pero	 el	 más	ampliamente	utilizado	es	el	cerdo.	Frühauf	et	al.	realizaron	un	estudio	comparativo	entre	 la	 desvascularización	 hepática	 permanente	 y	 la	 hepatectomía	 total,	observando	 un	 compromiso	 renal	 y	 hemodinámico	 mayor	 y	 más	 precoz	 en	 los	animales	 que	 fueron	 sometidos	 a	 desvascularización	 y	 concluyen	 que	 el	modelo	anhepático	 es	 preferible	 para	 el	 estudio	 de	 dispositivos	 bioartificiales,	 mientras	que	 el	 modelo	 de	 desvascularización	 permite	 un	 mejor	 estudio	 de	 la	 IHA	secundaria	a	isquemia302.		La	desvascularización	transitoria,	a	diferencia	de	la	anterior,	se	practica	mediante	una	 oclusión	 temporal	 de	 la	 arteria	 hepática	 y	 de	 la	 vía	 biliar	 principal	 una	 vez	realizado	el	shunt	porto-cava.	Diferentes	periodos	de	oclusión	han	sido	publicados	(tabla	 15),	 dando	 lugar	 a	 diferentes	 grados	 de	 necrosis	 hepática,	 pero	 logrando	igualmente	 el	 desarrollo	 de	 encefalopatía	 hepática.	 Tiene	 la	 ventaja	 frente	 a	 la	desvascularización	completa	de	ser	un	modelo	potencialmente	reversible,	ya	que	existe	margen	para	la	regeneración	hepática.		
Referencia	 especie	 t	isquemia	 %	necrosis	
De	Groot	et	al.303	 cerdo	 4	–	6h		 40%	–	75%	*	
Fourneau	et	al.304	 cerdo	 6	–	10h		 90%**	






El	paracetamol	o	acetaminofén	es	 la	principal	 causa	de	 IHA	en	 la	mayoría	de	 los	países	desarrollados	y	 la	primera	causa	por	 toxicidad	 farmacológica,	 seguido	por	los	 antirretrovirales	 y	 agentes	 antituberculosos.	 Por	 ello,	 es	 uno	 de	 los	modelos	que	 más	 se	 ha	 intentado	 reproducir	 a	 nivel	 experimental	 y	 sus	 mecanismos	patogénicos	son	bien	conocidos.	La	 sobredosificación	de	paracetamol	 satura	 las	 vías	normales	de	metabolización,	dando	 lugar	 a	 un	 exceso	 en	 la	 producción	 de	 NAPQI	 por	 un	 aumento	 en	 el	metabolismo	 mediado	 por	 el	 citocromo	 P-450.	 Este	 subproducto,	 acabadas	 las	reservas	de	GSH	para	su	detoxificación	mediante	conjugación,	se	une	a	los	grupos	sulfhidrilos	de	la	cisteína,	formando	aductos	proteicos.	La	formación	de	aductos	proteicos	es	capaz	de	estimular	el	sistema	inmunológico	y	es	responsable	de	la	toxicidad	hepática	mediada	por	dicho	sistema,	que	junto	a	la	toxicidad	directa,	 constituyen	 las	 principales	 formas	de	 toxicidad	hepática	de	un	fármaco.	Inicialmente	se	pensó	que,	dada	la	formación	de	estos	aductos	tras	el	consumo	de	paracetamol,	 la	 toxicidad	 debida	 a	 esta	 sustancia	 era	 secundaria	 a	 ellos.	 Sin	embargo,	 no	 se	 ha	 podido	 demostrar	 que	 ninguno	 de	 estos	 aductos	 sea	 una	verdadera	diana	del	sistema	inmunológico.	Por	el	contrario,	se	ha	objetivado	que	la	unión	de	NAPQI	a	proteínas	mitocondriales	se	correlaciona	con	la	toxicidad.		En	 la	 mitocondria,	 los	 aductos	 formados	 provocan	 la	 alteración	 de	 la	 cadena	respiratoria,	 aumentando	el	 estrés	oxidativo	y	 la	producción	de	peroxinitrito,	un	potente	 oxidante.	 El	 aumento	 de	 este	 estrés	 oxidativo	 provoca	 la	 formación	 del	poro	 de	 permeabilidad	 transitoria	 de	 la	 membrana,	 que	 altera	 el	 potencial	 de	membrana	y,	consecuentemente,	la	síntesis	de	ATP.	Parece	ser,	no	obstante,	que	debido	a	la	discordancia	temporal	que	existe	entre	la	depleción	de	GHS	y	 la	aparición	de	 la	disfunción	mitocondrial,	el	estrés	oxidativo	inducido	directamente	por	los	aductos	del	paracetamol	por	sí	solo,	no	es	capaz	de	
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inducir	 la	 formación	 del	 poro	 de	 permeabilidad	 transitoria	 de	 la	 membrana	mitocondrial	y	es	necesario	un	segundo	evento	amplificador	para	desencadenar	la	cadena	de	eventos	que,	finalmente,	conduce	a	la	muerte	celular.	Este	segundo	mecanismo	capaz	de	amplificar	el	estrés	oxidativo	mitocondrial	es	la	activación	de	la	cadena	de	quinasas	y	fosfatasas	relacionadas	con	la	quinasa	c-jun-N-terminal	 (JNK),	 perteneciente	 al	 grupo	 de	 las	 proteinquinasas	 activadas	 por	mitógenos	 (MAPK),	 como	 lo	 demuestra	 el	 bloqueo	 de	 Sab,	 una	 proteína	 de	 la	membrana	externa	mitocondrial	que	interactúa	con	JNK	y	es	corresponsable	de	las	acciones	de	ésta	última	en	la	mitocondria,	o	el	uso	de	inhibidores	de	JNK,	que	son	capaces	de	prevenir	el	daño	hepático	secundario	al	paracetamol306,307,308.	Las	ratas,	en	general,	son	un	modelo	poco	apropiado	para	el	estudio	de	la	toxicidad	por	paracetamol,	ya	que,	a	pesar	de	producirse	aductos	de	paracetamol,	incluso	en	la	 mitocondria,	 y	 poder	 sufrir	 diferentes	 grados	 de	 depleción	 de	 GSH,	 no	desarrollan	 estrés	 oxidativo	mitocondrial	 ni	 activan	 la	 vía	 de	 la	 JNK	 ,	 por	 lo	 que	apenas	 desarrollan	 un	 cuadro	 de	 IHA309.	 En	 uno	 de	 los	 primeros	 trabajos	publicados,	 un	 estudio	 en	 ratas	 Wistar,	 la	 necrosis	 hepática	 como	 causa	 de	 la	muerte	sólo	se	consiguió	demostrar	en	un	10%	de	los	animales	tratados310.		Una	 forma	 artificiosa	 de	 potenciar	 el	 efecto	 del	 paracetamol	 en	 éste	 y	 otros	modelos,	 dotándolos	 así	 de	 mayor	 versatilidad,	 es	 la	 adición	 de	 inductores	 del	sistema	 P-450,	 la	 depleción	 de	 GSH	 o	 la	 combinación	 de	 ambos.	 Otra	 forma	 de	conseguir	 estos	 efectos	 es	 mediante	 la	 creación	 de	 cepas	 genéticamente	modificadas	o	“knock-out”,	especialmente	utilizada	en	los	modelos	murinos.	Los	 ratones,	 al	 contrario	 que	 las	 ratas,	 poseen	 mecanismos	 de	 toxicidad	 por	paracetamol	 similares	 a	 los	 humanos,	 aunque	 la	 lesión	 hepática	 es	 mucho	 más	precoz	 que	 en	 seres	 humanos,	 como	 lo	 indica	 el	 pico	 sérico	 de	 ALT,	 que	 en	 los	ratones	se	produce	entre	las	12h	–	24h	postintoxicación,	mientras	que	en	los	seres	humanos	suele	ser	entre	las	36h	–	48h311.	Miller	 et	 al.	 en	 1976	 crearon	 un	modelo	 de	 IHA	 en	 cerdo	 tras	 la	 administración	intragástrica	de	paracetamol,	y	Gazzard	et	al.	en	975,	Francavilla	et	al.	en	1989	—	con	inducción	del	citocromo	P-450	con	tiopentato	de	sodio	—	y	Kelly	et	al.	en	1992	
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—	 con	 depleción	 de	 GSH	 con	 butionina	 sulfoximina	—,	 en	 perros.	 Sin	 embargo,	pese	 a	 la	 ventaja	 teórica	 del	 tamaño	 de	 estos	modelos,	 la	 estandarización	 de	 la	dosis	 de	 paracetamol,	 debido	 a	 la	 alta	 variabilidad	 de	 respuesta	 al	 tóxico	 entre	individuos	 —	 edad,	 sexo,	 etc.	 —	 o	 el	 establecimiento	 de	 la	 mejor	 vía	 de	administración	 no	 ha	 sido	 posible.	 Además,	 la	 necesidad	 de	 añadir	 medidas	potenciadoras	del	efecto	mediante	la	inducción	del	citocromo	P-450	o	la	depleción	de	GSH,	los	hace	más	complejos	y	sujetos	a	más	factores	de	confusión.	El	desarrollo	de	metahemoglobinemia,	anemia	refractaria,	así	como	de	 lesiones	agudas	 tóxicas	en	otros	órganos,	como	el	corazón,	 los	pulmones	o	 los	riñones,	 limita	también	su	uso295,312,313,314,315.			Todo	esto	provoca	una	gran	disparidad	en	los	resultados	y	limita	enormemente	la	reproducibilidad	 de	 estos	modelos,	 si	 bien	 es	 cierto	 que,	 en	 el	 caso	 del	 modelo	porcino,	debido	al	auge	de	la	terapia	celular	y	de	los	dispositivos	bioartificiales,	su	desarrollo	 ha	 continuado	 perfeccionándose	 enormemente	 en	 los	 últimos	 años,	llegando	a	servir	incluso	de	estudio	piloto	como	paso	previo	a	la	realización	de	un	ensayo	 clínico	 con	 un	 dispositivo	 de	 soporte	 hepático316,317,318	 y	 sigue	 siendo	utilizado	 para	 el	 estudio	 de	 mecanismos	 de	 respuesta	 inflamatoria	 y	 de	regeneración	hepática.		
Tetracloruro	de	carbono	
El	tetracloruro	de	carbono	o	CCl4	es	un	alcano	halogenado	sintetizado	por	primera	vez	en	1839	por	el	químico	francés	Henri	Victor	Regnault.	Es	líquido	a	temperatura	ambiente	e	incoloro,	y	ha	tenido	muchos	usos	en	la	industria:	líquido	refrigerante,	fungicida,	desengrasante,	solvente	de	pinturas	y	como	agente	extintor,	entre	otros.	Actualmente,	 desde	 un	 punto	 de	 vista	 comercial,	 está	 en	 desuso	 por	 su	 alta	toxicidad	medioambiental	(anexo	5)	y	su	potencial	carcinogénico319	(anexo	6),	sin	embargo,	 es	 un	 compuesto	 frecuentemente	 utilizado	 en	 el	 ámbito	 de	 la	investigación	experimental,	especialmente	como	modelo	de	hepatotoxicidad	para	el	 desarrollo	 de	 modelos	 de	 insuficiencia	 hepática	 crónica,	 es	 decir,	 cirrosis,	aunque	posteriormente	ha	sido	igualmente	utilizado	y	de	forma	amplia	en	modelos	
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de	 IHA	 y	 otros	 procesos	 hepáticos	 como	 la	 degeneración	 grasa,	 la	 fibrosis,	 la	muerte	hepatocelular	y	la	carcinogénesis.	Sus	principales	problemas	como	modelo	de	 IHA	son	 la	dificultad	de	reproducibilidad	y	 la	gran	variabilidad	entre	especies	(tabla	16),	 y	 la	 falta	 de	metabolización	 completa	del	 tóxico	 a	nivel	 hepático,	 que	puede	provocar	lesión	en	otros	órganos,	especialmente	pulmón	y	riñones	(necrosis	tubular	aguda)320,321.		
Especie/cepa	 Sexo	 Vía	 Vehículo	 Tiempo	 LD50	 Referencia	
Ratón	 	 	 	 	 	 	Swiss	Webster	 m/h	 intraperitoneal	 aceite	de	maíz	 24h	 4.144/4.463	 Klaassen	y	Plaa,	1967322	-	 -	 oral	 -	 -	 12.100-14.400	 IARC,	1979323	Swiss	Webster	 h	 intraperitoneal	 aceite	de	maíz	 24h	 4.676	 Gehring,	1968324	OF1	(SPF)	 h	 intraperitoneal	 aceite	de	oliva	 14d	 3.350	 Gradiski	et	al.,	1974325	
Rata	 	 	 	 	 	 	Wistar	 h	 oral	 -	 14d	 2.821	 Smyth	et	al.,	1970326	SD	 m	 intraperitoneal	 aceite	de	maíz	 48h	 4.463	 Klingensmith	et	al.,	1983327	SD	 m	 intraperitoneal	 aceite	de	maíz	 24h	 3.029	 Klaassen	y	Plaa,	1969328	SD	 h	 intraperitoneal	 aceite	de	cacahuete	 24h	 6.603	 Lundberg	et	al.,	1986329	“	 “	 “	 “	 14d	 2.824	 “	CRL:CD(SD)	
(Charles	River)	
m	 oral	 aceite	de	maíz	 14d	 10.054	 Kennedy	et	al.,	1986330	
Perro	 	 	 	 	 	 	Mestizo	 m/h	 intraperitoneal	 aceite	de	maíz	 24h	 2.391	 Klaassen	y	Plaa,	1967331	
Tabla	 16.	 Estudios	 de	 letalidad	 del	 CCl4.	LD50	 dosis	 letal	 50%	 (mL/Kg);	 SD	 Sprague-Dawley;	m	macho;	h	hembra.	Modificado	del	informe	sobre	CCl4	de	la	OMS	de	1999332.		Las	 sustancias	 hepatotóxicas	 pueden	 clasificarse	 en	 aquéllas	 que	 requieren	activación	metabólica	 y	 las	 que	no.	 El	 CCl4	 pertenece	 al	 primer	 grupo,	 ya	 que	 es	
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metabolizado	por	isoenzimas	del	citocromo	P-450	—	CYP2E1,	CYP2B1,	CYP2B2	Y	CYP3A	—,	dando	lugar	al	radical	triclorometilo	(CCl3·).		Este	 radical	 se	puede	unir	 a	 gran	 cantidad	de	moléculas	 intracelulares	—	ácidos	nucleicos,	 proteínas,	 lípidos	 —,	 alterando	 muchos	 procesos	 celulares,	 como	 el	metabolismo	lipídico,	dando	lugar	a	la	degeneración	grasa	del	hígado	o	esteatosis.		Otro	ejemplo	son	los	aductos	formados	entre	el	CCl3·	y	el	DNA,	que	se	consideran	un	mecanismo	carcinogénico.	El	 CCl3·	 puede	 también	 reaccionar	 con	 el	 oxígeno,	 formando	 el	 radical	triclorometilperóxido	 (CCl3OO·),	 una	 especie	 de	 oxígeno	 enormemente	 reactiva,	capaz	 de	 alterar	 los	 ácidos	 grasos	 poliinsaturados,	 especialmente	 aquéllos	asociados	a	los	fosfolípidos,	en	un	fenómeno	conocido	como	peroxidación	lipídica.	Este	fenómeno	afecta	a	la	integridad	de	las	membranas	plasmática,	mitocondrial	y	rentículo-endoplásmica,	 con	 la	 consecuente	 pérdida	 de	 la	 homeostasis	 celular,	además	de	generar	productos	de	degradación,	que	 son	 igualmente	 tóxicos,	 como	aldehídos,	capaces	de	unirse	a	grupos	funcionales	de	las	proteínas	impidiendo	su	acción	enzimática.		La	 intoxicación	 por	 CCl4	 también	 provoca	 la	 hipometilación	 de	 componentes	celulares,	 como	el	RNA,	cuyo	resultado	es	 la	 inhibición	de	 la	síntesis	proteica.	Es	capaz,	 asimismo,	 de	 estimular	moléculas	 como	 el	 óxido	 nítrico	 (NO),	 factores	 de	crecimiento	 transformantes	 (TGF)	 o	 factores	 de	 necrosis	 tumoral	 (TNF),	 que	inducen	procesos	de	apoptosis	y/o	fibrosis333,334.	La	 suma	 de	 todos	 estos	 procesos,	 en	 última	 instancia,	 da	 lugar	 a	 la	 muerte	hepatocelular.	Uno	de	los	trabajos	más	interesantes	publicados,	precisamente	en	nuestro	mismo	modelo,	 ratas	 Sprague-Dawley	 macho,	 establece	 una	 relación	 dosis-dependiente	no	 sólo	 de	 hepatotoxicidad,	 sino	 también	 de	 regeneración	 hepática.	 En	 este	estudio,	dosis	crecientes	de	CCl4,	hasta	una	dosis	límite	de	2	mL/Kg,	se	asociaron	con	una	mayor	y	precoz	división	celular,	como	respuesta	regenerativa.	A	partir	de	los	 2	mL/Kg,	 esta	 capacidad	 de	 regeneración	 disminuyó	 drásticamente,	 a	 la	 vez	que	aumentaba	el	daño	hepático,	provocando	una	mayor	mortalidad335.	
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Precisamente,	 la	 administración	 repetida	 de	 dosis	 bajas	 de	 CCl4	 provoca	 ciclos	repetidos	de	lesión	y	regeneración,	que	dan	lugar	al	modelo	de	cirrosis,	mientras	que	dosis	únicas	y	altas	provocan	un	cuadro	de	IHA.	Basados	en	este	estudio	del	grupo	de	Mehendale	y	en	otros	como	el	de	Taniguchi	et	al.336,	en	ratas	Wistar	que	confirma	que	es	la	inducción	de	determinadas	citoquinas	y	 factores	 de	 transcripción	 —	 donde	 es	 crucial	 NF-kB	 —	 la	 responsable	 de	 la	regeneración	 hepática	 tras	 la	 administración	 de	 CCl4,	 nuestro	 estudio	 de	 dosis	comenzó	a	partir	de	2	mL/Kg.		El	 modelo	 de	 CCl4	 en	 ratones,	 ratas	 y	 cerdos	 ha	 sido	 utilizado	 además,	 para	 el	estudio	del	trasplante	de	hepatocitos226.	Un	estudio	muy	reciente	con	éstos	últimos	demostró	un	aumento	de	 la	 supervivencia	mediante	 la	 arterialización	de	 la	 vena	porta	 con	 un	 dispositivo	 de	 asistencia	 hepática337	 —	 L.E.O2	 NARDO,	 Liver	
Extracorporeal	Oxygen	NARDO	—,	previamente	utilizado	por	este	mismo	grupo	en	un	modelo	de	IHA	en	cerdos,	generado	por	hepatectomía	del	85%	–	90%338.		Desde	 un	 punto	 de	 vista	 histológico	 y	 refiriéndonos	 a	 nuestro	 modelo	 de	 ratas	Sprague-Dawley	 en	 concreto,	 las	 lesiones	 que	 provoca	 el	 CCl4	 en	 el	 hígado	 son	visibles	 con	 tinción	 de	 Hematoxilina-Eosina	 (HE)	 a	 partir	 de	 las	 6h	 tras	 la	administración	 del	 tóxico	 y	 aunque	 pueda	 haber	 variaciones	 temporales,	 los	hallazgos	 y	 su	 localización	 son	 similares	 a	 los	 encontrados	 por	 la	 toxicidad	secundaria	al	paracetamol.	Estas	 lesiones	 comienzan	 por	 una	 fina	 vacuolización	 del	 citoplasma	 de	 los	hepatocitos	 de	 la	 zona	 3	 perivenular	 (Figura	 8),	 seguida	 de	 una	 infiltración	polimorfonuclear	de	la	pared	de	la	vena	central	y	de	los	hepatocitos	que	la	rodean.	Progresivamente,	 el	 infiltrado	 polimorfonuclear	 va	 expandiéndose	 desde	 la	 vena	central	 hacia	 los	 sinusoides	 hepáticos,	 que	 se	mantienen	 inicialmente	 íntegros	 y	sin	 signos	 de	 obstrucción	 vascular.	 Las	 áreas	 periportales	 no	 se	 ven	 afectadas	habitualmente	de	forma	significativa.	Posteriormente	 y	 a	 medida	 que	 aumenta	 el	 infiltrado	 inflamatorio,	 aparecen	células	 balonizadas,	 macrovacuolas,	 alteraciones	 nucleares	 evidentes	 y	 focos	 de	necrosis	 en	 zona	 3	 que	 aumentan	 hasta	 las	 48h	 postintoxicación,	 con	 escasas	
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figuras	mitóticas	 en	 la	 periferia.	 La	 necrosis,	 que	 puede	 llegar	 a	 ser	 extensa	 con	formación	de	puentes	y	desestructuración	de	los	cordones	y	sinusoides	hepáticos,	va	siendo	aclarada	por	los	histiocitos	que	sustituyen	a	los	polimorfonucleares	y	el	número	de	mitosis	aumenta,	reflejando	una	mayor	actividad	regeneradora.							A	 partir	 del	 quinto	 día,	 la	 arquitectura	 hepática	 es	 prácticamente	 normal	 con	apenas	algún	histiocito	infiltrando	la	pared	de	la	vena	centrolobulillar	y	partir	del	séptimo	día,	totalmente	indistinguible	del	hígado	normal.	A	nivel	histoquímico,	es	decir,	actividad	enzimática	y	metabólica	en	cada	zona	del	lobulillo	hepático,	 las	alteraciones	más	relevantes	son	los	cambios	en	la	actividad	de	 la	 fosfatasa	 alcalina	 y	 las	 variaciones	 en	 el	 almacenamiento	 de	 glucógeno	 y	lípidos,	observados	mediante	microscopía	electrónica.	El	cambio	más	precoz	es	una	disminución	de	 la	 fosfatasa	alcalina	alrededor	de	 la	vena	 central	 a	 las	 2h	 de	 la	 administración	 del	 CCl4.	 A	 partir	 de	 las	 8h	aproximadamente,	la	tendencia	se	invierte	y	la	presencia	de	este	enzima	aumenta	enormemente,	especialmente	en	zonas	periféricas,	donde	se	producen	de	manera	más	intensa	los	fenómenos	de	regeneración.	Desde	las	48h	en	adelante,	los	niveles	de	fosfatasa	alcalina	disminuyen	progresivamente	hasta	normalizarse.	La	ALT	y	la	AST	son	detectables	en	sangre	periférica	como	resultado	de	la	intensa	citolisis	y	su	actividad	a	nivel	tisular	es	inversamente	proporcional.	Existe	también	una	disminución	 en	 la	 síntesis	 de	 factores	de	 la	 coagulación,	 evidenciada	por	un	aumento	del	TTPa	a	las	6h	y	del	TP	a	partir	de	las	16h339.	De	forma	también	temprana,	existe	una	clara	delimitación	de	las	zonas	en	las	que	se	 distribuye	 el	 glucógeno	 intracelular,	 predominando	 en	 las	 zonas	 periféricas	(periportales)	del	lobulillo	hepático.	A	partir	del	tercer	día,	la	distribución	sigue	ya	un	 patrón	 normal.	 En	 cuanto	 a	 la	 infiltración	 grasa	 o	 esteatosis	 hepática,	 su	distribución	afecta	a	todas	las	zonas	del	 lobulillo	hepático,	siendo	más	intensa	en	las	zonas	perivenulares,	y	normalizándose,	al	igual	que	los	depósitos	de	glucógeno,	a	partir	de	las	72h.			
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Figura	 8.	 Representación	 esquemática	 del	 lobulillo	 poligonal	 clásico	 y	 del	 acino	 elipsoidal	hepáticos.	Los	números	1,	2	y	3	representan	zonas	que	indican	la	posición	relativa	de	las	células	en	el	acino	con	respecto	a	un	gradiente	de	concentración	de	oxígeno	de	la	sangre	que	fluye	desde	las	ramas	de	la	arteria	hepática	y	de	la	vena	porta.	Modificado	de	D.W.	Fawcett,	Tratado	de	Histología,	12ª	edición;	McGraw-Hill	1995340	
	
Galactosamina	
La	galactosamina	es	un	6-carbono-amino-azúcar	derivado	de	 la	galactosa,	que	en	condiciones	fisiológicas	forma	parte	de	algunas	hormonas	glicoproteicas,	como	la	hormona	 estimulante	 de	 los	 folículos	 (FSH)	 o	 la	 hormona	 luteinizante	 (LH)	 y	 de	algunos	mucopolisacáridos.	Esta	sustancia	es	metabolizada	a	nivel	hepático	por	la	vía	 de	 la	 galactosa,	 dando	 lugar	 a	 la	 producción	 de	 hexosaminas	 que	 contienen	uridina	 difosfato	 (UDP),	 como	 UDP-glucosamina,	 UDP-N-acetilgalactosamina	 o	UDP-N-acetilglucosamina,	 moléculas	 capaces	 de	 inhibir	 la	 síntesis	 de	 RNA,	impidiendo	la	transcripción	genética	y	la	síntesis	proteica,	ocasionando	en	última	instancia	una	necrosis	hepática	masiva	y	difusa341.	Este	 tóxico	remeda	una	gran	pléyade	de	rasgos	clínicos	característicos	de	 la	 IHA,	como	la	insuficiencia	renal,	la	encefalopatía	hepática	e	hipertensión	intracraneal342	
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con	 hiperamoniemia,	 alteraciones	 de	 la	 coagulación	 y	 del	metabolismo,	 como	 la	hipoglucemia,	etc341.		Ha	 sido	 utilizado	 tanto	 en	 ratas,	 por	 Keppler	 et	 al.	 por	 primera	 vez	 en	 1968343,	como	 en	 conejos344,	 perros345,346	 y	 cerdos136,	 permitiendo	 la	 evaluación	 de	dispositivos	 bioartificiales136,347,348,	 así	 como	 del	 potencial	 uso	 terapéutico	 del	factor	 de	 crecimiento	 endotelial	 vascular	 (VEGF),	 en	 un	 modelo	 en	 el	 que	 la	galactosamina	se	combina	con	la	administración	de	lipopolisacárido349.		Otros	 logros	 reseñables	 conseguidos	 con	 el	modelo	 de	 IHA	 y	 galactosamina	 han	sido,	 por	 ejemplo	 la	 identificación	 de	 combinaciones	 de	 concentraciones	plasmáticas	de	sustancias	que,	además	de	actuar	como	marcadores	de	IHA,	pueden	tener	 valor	 como	marcadores	 pronósticos	 precoces,	 como	 la	 combinación	 de	 las	concentraciones	 de	 ácido	 5-hidroindolacético,	 glucosa,	 fosfato	 y	 	 β-hidroxibutirato350	 o	 la	 confirmación	 del	 papel	 de	 JNK	 como	 intermediario	 en	 el	mecanismo	 de	 lesión	 hepática	 y	 el	 posible	 uso	 de	 inhibidores	 específicos	 como	posible	tratamiento351.	Sin	embargo,	 al	 igual	que	 sucede	en	 los	modelos	de	 toxicidad	por	paracetamol	y	CCl4,	 la	 reproducibilidad	 es	 limitada,	 en	 este	 caso	 por	 la	 alta	 variabilidad	 del	tiempo	desde	 la	 inducción	del	daño	hepático	hasta	 la	muerte.	Además,	 su	uso	es	caro	 en	 animales	 grandes	 y	 entraña	 grandes	 riesgos	 en	 su	manipulación	 para	 el	personal295,352.			
Tioacetamida	
La	 tioacetamida	 es	 un	 compuesto	 organosulfurado	 (C2H5NS),	 altamente	hepatotóxico	cuando	es	metabolizado	a	sulfóxido	y	disulfóxido	de	tioacetamida	por	las	monooxigenasas	microsómicas	dependientes	del	dinucleótido	flavina-adenina,	produciendo	 estrés	 oxidativo,	 peroxidación	 lipídica,	 formación	 de	 aductos	proteicos,	daños	en	las	membranas	celulares,	e	 interfiriendo	con	la	movilidad	del	RNA	del	núcleo	al	citoplasma353.	
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En	muchos	aspectos	es	similar	al	CCl4,	ya	que	los	mecanismos	de	toxicidad	celular	son	parecidos;	 histológicamente	produce	una	 lesión	 en	 la	 región	 centrolobulillar	del	 acino	 hepático	por	 necrosis	 hepatocitaria	 y	 se	 comporta	 también	 de	manera	dual,	estimulando	la	regeneración	hepática	por	debajo	de	una	dosis	umbral,	que	en	este	caso	es	de	600	mg/Kg	en	ratas	Sprague-Dawley	macho354.	Este	modelo	ha	sido	también	utilizado	para	el	estudio	del	trasplante	de	hepatocitos,	en	ratas	Lewis355,	y	para	 el	 estudio	 del	 posible	 efecto	 hepatoprotector	 de	 multitud	 de	sustancias356,357,358.	Tiene	 la	ventaja	 frente	a	otros	 tóxicos	de	ser	metabolizada	de	manera	altamente	específica	 en	 el	 hígado,	 no	 produciendo	 por	 tanto,	 daños	 en	 otros	 órganos359,	 a	excepción	 del	 sistema	 nervioso	 central,	 donde	 parece	 que	 tanto	 la	 tioacetamida	como	sus	metabolitos	pueden	tener	un	efecto	neurotóxico,	agravando	el	cuadro	de	encefalopatía	y	no	siendo,	por	tanto,	un	modelo	óptimo	para	su	estudio295.			
2.3.3.	Modelos	infectivos	
Víricos	
Los	virus	hepatotropos	humanos,	especialmente	los	virus	de	la	hepatitis	A,	B	y	C,	son	una	de	las	principales	causas	de	IHA	a	nivel	mundial.	A	pesar	de	ello,	el	uso	de	virus	para	el	desarrollo	de	modelos	experimentales	de	IHA	ha	tenido	poco	éxito	y	cabe	destacar	únicamente	dos:	el	virus	de	la	hepatitis	murina	A	59	(MHV-A59)	y	el	virus	de	la	enfermedad	hemorrágica	del	conejo	(RHDV).	El	 MHV-A59	 es	 un	 coronavirus	 capaz	 de	 producir	 un	 cuadro	 de	 IHA	 con	 una	mortalidad	 a	 las	 48h	 de	 hasta	 del	 80%360,	 sin	 embargo,	 este	 virus	 posee	 un	tropismo	 dual,	 dependiendo	 de	 la	 vía	 de	 inoculación	 y	 de	 la	 cantidad	 de	 virus	administrada,	 pudiendo	 afectar	 también	 al	 sistema	nervioso	 central	 en	 forma	de	meningoencefalitis	y	desmielinización	crónica361.	El	 modelo	 de	 IHA	 con	 RHDV	 fue	 descrito	 por	 Tuñón	 et	 al.	 en	 2003362,	 tras	 la	inyección	intramuscular	de	este	calicivirus	en	conejos.	Este	modelo	recrea	de	una	forma	 muy	 fiel	 el	 cuadro	 clínico	 humano,	 incluyendo	 el	 desarrollo	 de	
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hipertransaminasemia	 e	 hiperbilirrubinemia,	 hipoglucemia,	 coagulopatía	 e	hiperamoniemia	con	hipertensión	intracraneal	y	coma	encefalopático,	así	como	la	lesión	 histológica,	 con	 áreas	 de	 hemorragia	 y	 necrosis	 hepática	 con	 infiltrados	inflamatorios352.	El	principal	problema	de	este	modelo	es	 su	 limitación	al	 conejo	como	especie,	ya	que	no	afecta	a	otros	vertebrados363.		
Bacterianos	(lipopolisacárido)	
El	lipopolisacárido	(LPS),	un	componente	estructural	esencial	de	la	membrana	de	las	bacterias	gram	negativas,	 se	encuentra	en	gran	cantidad	en	el	 tubo	digestivo.	En	 situaciones	 especiales	 —	 trauma	 y	 quemaduras	 severas,	 enfermedades	hepáticas,	 isquemia	 intestinal,	 etc.	—	 existe	 una	 proliferación	 de	 bacterias	 gram	negativas	 intestinales	 y	 un	 aumento	 la	 permeabilidad	 de	 la	 barrera	gastrointestinal,	 favoreciendo	 el	 paso	 del	 LPS	 al	 flujo	 portal	 y	 el	 torrente	sanguíneo,	produciendo	cuadros	de	endotoxemia.	Este	fenómeno	se	ha	observado	en	diversos	modelos	de	enfermedades	hepáticas	y	se	 ha	 comprobado	 que	 la	 colectomía,	 que	 reduce	 la	 carga	 bacteriana,	 mejora	 el	cuadro	 de	 insuficiencia	 hepática.	 Nace	 de	 estas	 observaciones	 el	 interés	 por	 el	estudio	de	los	efectos	del	LPS	sobre	el	hígado.	Muchos	estudios	han	confirmado	que	el	LPS	es	capaz	de	inducir	un	daño	hepático	por	 medio	 de	 dos	 mecanismos:	 uno	 directo	 por	 alteración	 de	 las	 membranas	mitocondriales	 de	 los	 hepatocitos	 y	 uno	 indirecto,	mediante	 la	 activación	 de	 las	células	de	Kupffer.	Las	células	de	Kupffer	activadas	liberan	TNF-α,	interleuquinas,	leucotrieno	 B4	 y	 complemento	 C5,	 que	 atraen	 a	 los	 neutrófilos.	 Éstos	 a	 su	 vez,	liberan	especies	reactivas	de	oxígeno	que	producen	la	peroxidación	lipídica	de	los	hepatocitos.	Además,	las	células	de	Kupffer	liberan	otras	sustancias	que	potencian	la	lesión	hepática364.	Así	pues,	se	han	desarrollado	modelos	de	insuficiencia	hepática	aguda	basados	en	la	administración	de	LPS,	generalmente	de	forma	concomitante	a	otras	sustancias	como	la	galactosamina	o	junto	a	la	inoculación	de	bacterias.	
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El	uso	de	células	madre	mesenquimales	derivadas	de	tejido	adiposo,	merced	a	sus	efectos	 inmunomodulador	 y	 antiinflamatorio,	 es	 un	 tratamiento	 eficaz	 de	 la	insuficiencia	hepática	aguda	inducida	en	nuestro	modelo	experimental.			
Hipótesis	nula		
El	uso	alogénico	de	células	madre	mesenquimales	derivadas	de	tejido	adiposo,	en	nuestro	modelo	 experimental	 de	 insuficiencia	 hepática	 aguda	 inducida,	 no	 tiene	impacto	sobre	la	mortalidad	ni	sobre	la	función	hepática	y,	por	tanto,	no	modifica	la	historia	natural	de	la	enfermedad.		
Hipótesis	operativa		




Las	hipótesis	estadísticas	son:		 1. El	 trasplante	 alogénico,	 por	 vía	 venosa	 periférica,	 de	 células	 madre	mesenquimales	 derivadas	 de	 tejido	 adiposo	 en	 ratas	 Sprague-Dawley	 con	insuficiencia	 hepática	 aguda	 inducida	 con	 CCL4,	 disminuye	 de	 forma	estadísticamente	 significativa	 la	 mortalidad	 respecto	 a	 las	 ratas	 no	trasplantadas	con	P<0,05.		 2. El	 trasplante	 alogénico,	 por	 vía	 venosa	 periférica,	 de	 células	 madre	mesenquimales	 derivadas	 de	 tejido	 adiposo	 en	 ratas	 Sprague-Dawley	 con	insuficiencia	 hepática	 aguda	 inducida	 con	 CCL4,	 disminuye	 de	 forma	estadísticamente	significativa	los	niveles	plasmáticos	de	AST,	ALT,	FA	y	BT	respecto	a	las	ratas	no	trasplantadas	con	P<0,05.			
3.2.	Objetivos	
Objetivo	del	proyecto	
Realizar	 un	 estudio	 experimental	 sobre	 la	 potencial	 aplicabilidad	 de	 la	 terapia	celular	en	el	tratamiento	de	la	insuficiencia	hepática	aguda.		
Objetivo	principal	




Los	objetivos	secundarios	son:	1. Realizar	un	estudio	de	dosis,	para	determinar	la	cantidad	de	CCl4	necesaria	para	 obtener	 un	 modelo	 de	 IHA	 en	 nuestro	 laboratorio	 y	 que	 será	administrada,	posteriormente,	en	el	estudio	de	supervivencia.			2. Realizar	un	estudio	comparativo	de	las	alteraciones	bioquímicas	producidas	por	el	tóxico.			3. Realizar	 un	 examen	 histológico	 comparativo	 de	 los	 hígados	 de	 las	 ratas	tratadas	 con	 ASCs	 y	 de	 las	 no	 tratadas,	 tras	 la	 inducción	 de	 IHA,	 para	evaluar	el	grado	de	lesión	histológica	obtenido.			4. Realizar	 un	 estudio	 del	 reclutamiento	 celular,	 analizando	 la	 presencia	 o	ausencia	de	ASCs	en	el	parénquima	hepático	y	su	distribución.		 5. Realizar	un	recuento	celular	en	hígado,	pulmón	y	bazo,	para	determinar	la	“ruta	celular”.		
3.3.	Relevancia	del	proyecto			
En	la	actualidad,	no	existe	ningún	tratamiento,	a	excepción	del	trasplante	hepático,	con	 una	 eficacia	 clínicamente	 relevante	 en	 el	 tratamiento	 de	 la	 insuficiencia	hepática	 aguda.	 Los	 diferentes	 dispositivos	 disponibles	 ya	 en	 el	 mercado,	 o	aquéllos	que	aún	se	encuentran	en	fases	de	ensayo	clínico,	ofrecen	únicamente	un	puente	 al	 trasplante	 hepático,	 ganando	 tiempo	hasta	 la	 aparición	 de	 un	 donante	adecuado.	Estos	dispositivos	 son	 caros	 y	 requieren	de	una	 formación	 altamente	 cualificada	para	 su	 utilización.	 La	 posibilidad	 de	 contar	 con	 una	 nueva	 terapia,	 que	 se	administre	 de	 forma	 sencilla	 y	 segura,	minimizando	 la	 invasividad	 al	 paciente	 y	que	garantizando	unos	resultados,	en	términos	de	eficacia,	al	menos	 iguales	y	no	
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inferiores	a	las	terapias	ya	existentes,	y	a	un	coste	razonable,	supondría	un	avance	en	el	campo	de	la	Medicina	de	Cuidados	Intensivos,	con	un	alto	 impacto	clínico	y	económico.	 Este	 impacto	 sería	 sin	 duda	 mayor,	 si	 la	 terapia	 celular	 consiguiera	demostrar	 un	 beneficio	 incluso	 superior,	 aumentando	 la	 supervivencia	 y	disminuyendo	la	necesidad	del	TOH,	hecho	lejos	aún	de	ser	demostrado,	pero	que	justifica	la	necesidad	de	continuar	trabajando	en	esta	línea	de	investigación.			
	
3.4.	Limitaciones	del	estudio	
La	 limitación	 principal	 del	 estudio	 es	 la	 falta	 de	 análisis	 de	 parámetros	 de	 la	coagulación.	Ello	es	debido	a	que	los	autoanalizadores	de	los	que	disponemos	para	los	estudios	sanguíneos	han	sido	diseñados	para	su	uso	en	seres	humanos	y,	por	tanto,	 el	 volumen	 mínimo	 necesario	 para	 poder	 realizar	 análisis	 de	 factores	 y	tiempos	 de	 la	 coagulación	 es	 de	 2	mL.	 Este	 volumen	 es	 demasiado	 grande	 para	extraer	de	una	sola	vez	a	los	animales	de	nuestro	estudio	—	ratas	macho	Sprague-Dawley	con	peso	<	373	g	—,	ya	que	representa	un	porcentaje	alto	de	su	volemia	y	necesitamos	otra	muestra	de	1	mL	para	el	estudio	enzimático	y	bioquímico,	siendo	recomendación	 de	 nuestra	 veterinaria	 no	 realizar	 dichas	 determinaciones	analíticas,	no	siendo	imprescindibles,	para	el	bienestar	de	los	animales.	Las	alteraciones	de	la	coagulación	son	una	manifestación	clínica	importante	en	la	fisiopatología	 de	 la	 IHA	 en	 los	 seres	 humanos	 y	 se	 manifiesta	 de	 manera	 muy	precoz	 en	 estos	 animales,	 incluso	 antes	 de	 que	 se	 puedan	 evidenciar	 cambios	 a	nivel	histológico339,	siendo	un	buen	marcador	de	insuficiencia,	al	contrario	que	los	enzimas	 hepáticos	 clásicos.	 A	 pesar	 de	 esto,	 y	 siendo	 posible	 la	 realización	 del	estudio	de	parámetros	de	la	coagulación	en	ratas	SD,	prácticamente	ningún	grupo	de	investigación	realiza	dichas	determinaciones.	Otra	 limitación	 fue	 la	 restricción	 del	 estudio	 enzimático	 a	 los	 enzimas	 hepáticos	clásicos	—	AST,	ALT	y	FA	—,	ya	que	estudios	previos	demuestran	que	existen	otros	enzimas,	especialmente	los	relacionados	con	los	mecanismos	de	estrés	oxidativo	y	utilización	 de	 antioxidantes	 como	 el	 glutatión,	 que	 tienen	 una	 mayor	 y	 mejor	correlación	 con	 la	disfunción	hepática	mediada	por	 toxicidad366,367.	 Sin	 embargo,	
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El	uso	de	los	animales	de	este	estudio	se	realizó	conforme	a	los	principios	y	guías	de	práctica	ética	para	la	investigación	con	animales	de	laboratorio,	conforme	a:	1.	Real	 Decreto	 53/2013,	 de	1	de	 febrero,	 por	 el	 que	 se	 establecen	 las	normas	básicas	aplicables	para	la	protección	de	los	animales	utilizados	en	experimentación	y	otros	fines	científicos,	incluyendo	la	docencia	(BOE,	08/02/2013).		2.	 Guidelines	 for	 the	 Euthanasia	 of	 Animals,	 American	 College	 of	 Laboratory	
Animal	Medicine	(ACLAM,	edition	2013).	3.	Guide	for	the	Care	and	Use	of	Laboratory	Animals	(8th	edition).	Institute	for	
Laboratory	Animal	Research,	Division	on	Earth	and	Life	Studies,	National	Research	









Después	 de	 la	 inducción	 anestésica,	 que	 se	 explica	 más	 adelante,	 se	 coloca	 al	animal	 sobre	 una	 manta	 incubadora	 con	 fuente	 de	 calor	 y	 se	 continúa	 con	 el	procedimiento	anestésico	hasta	que	se	confirma,	mediante	ausencia	de	respuesta	a	la	 presión	 en	 la	 planta	 de	 la	 extremidad	 inferior,	 que	 está	 completamente	anestesiado.	Una	 vez	 anestesiado,	 se	 extrae	 el	 tejido	 adiposo	 subdérmico,	 procedente	principalmente	de	 las	regiones	axilares	e	 inguinales	del	animal.	El	 tejido	adiposo	aislado	 se	 lava	 con	 tampón	 salino	 y	 es	 disgregado	 físicamente	 en	 fragmentos	pequeños.	Posteriormente,	estos	fragmentos	son	sometidos	a	digestión	enzimática,	durante	30	minutos,	con	colagenasa	de	tipo	I	a	una	concentración	final	de	0,075%	y	aplicar	agitación	rotacional	a	una	temperatura	ambiental	de	37ºC.	Transcurridos	los	30	minutos,	se	neutraliza	la	reacción	enzimática	añadiendo	suero	fetal	bovino	(1/10	del	volumen	de	la	suspensión	de	fragmentos	adiposos	digeridos).		Una	vez	realizada	 la	digestión	enzimática	y	con	el	objetivo	de	separar	 las	células	individualizadas	del	resto	de	los	componentes	del	tejido,	la	muestra	se	centrifuga	a	300	 g	 durante	 10	 minutos	 a	 temperatura	 ambiente	 y	 el	 agregado	 celular	 es	resuspendido	en	medio	de	cultivo	celular	—	DMEM,	10%	suero	fetal	bovino,	2	mM	Glutamina,	 1%	 antibiótico	 (estreptomicina	 10	 μg/ml	 /	 penicilina	 1	 UI/ml)	—,	 y	filtrado	a	través	de	una	malla	de	40	micras	de	diámetro	de	poro.		Obtenida	 la	suspensión	de	células	 individualizadas,	se	procede	al	recuento	de	 las	células	viables,	según	el	método	de	exclusión	por	tinción	con	azul	tripán.		Una	vez	conocida	la	cantidad	de	células	conseguidas	del	tejido	adiposo	subcutáneo	de	 partida,	 las	 células	 se	 siembran	 a	 razón	 de	 20.000-30.000	 células	 por	centímetro	cuadrado	(céls/cm2)	de	superficie	en	los	recipientes	de	cultivo	celular	(figura	 10)	 y	 se	 trasladan	 a	 incubadoras	 que	 proporcionan	 las	 condiciones	
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Los	 cultivos	 celulares	 se	 analizan	 mediante	 citometría	 de	 flujo	 con	 BD	FACSCaliburTM	 (Becton	Dickinson	Biosciences,	Becton,	Dickinson	and	Company,	San	
José,	 California,	 EE.UU.)	 (figura	 11)	 una	 vez	 marcados	 con	 anticuerpos	monoclonales	 conjugados	 con	 el	 fluorocromo	 Alexa	 Fluor®	 647	 (AbD	 Serotec®,	
Kidlington,	Oxford,	Reino	Unido).	Los	 anticuerpos	 utilizados	 son:	 anti-CD90,	 anti-CD45	 y	 antiCD11b	 (Becton	
Dickinson	Biosciences,	Becton,	Dickinson	and	Company,	San	José,	California,	EE.UU.)	y	anti-CD29	(Merck	Millipore,	Merck	KGaA,	Darmstadt,	Alemania).	Una	vez	incubadas	2x105	células	a	4oC,	durante	20	minutos	con	cada	anticuerpo	y	lavadas	 con	 PBS,	 se	 realiza	 la	 citometría	 y	 se	 analiza	 con	 el	 software	 BD	CellQuestTM	Pro	(Becton	Dickinson	Biosciencs,	Becton,	Dickinson	and	Company,	San	
José,	California,	EE.UU.),	figura	12.	Los	 cultivos	 de	 células	 con	 fenotipo	 típicamente	 mesenquimal	 deben	 tener	 una	expresión	≥ 95%	de	CD29	y	CD90	y	tener	una	expresión	≤ 5%	de	CD11b	y	CD45.			
Inyección	intraperitoneal	de	CCl4	





La	anestesia	de	los	especímenes	se	realizó	mediante	inhalación	espontánea	de	una	mezcla	de	Sevoflurano	(Sevorane®,	Abbott	Labs.	ltd.,	Inglaterra)	y	oxígeno	con	un	respirador	(Figura	9C).		La	 fase	de	 inducción	anestésica	 se	 realizó	con	un	 flujo	de	O2	de	1,5	L/min	y	una	fracción	de	Sevoflurano	inspirado	del	8%	en	una	caja	de	polimetacrilato	de	metilo	transparente	 con	 tapa	 deslizante	 y	 toma	 lateral	 para	 la	 conexión	 del	 respirador	(Figura	 9D),	 mientras	 que	 el	 mantenimiento	 se	 realizó	 con	 una	 mezcla	 de	Sevoflurano	al	3%	en	una	manta	térmica	con	la	boquilla	del	respirador	acoplada	a	las	fosas	nasales	de	la	rata,	a	modo	de	mascarilla.			
Extracción	de	sangre	
La	 extracción	 sanguínea	 se	 realizó	 bajo	 la	 técnica	 anestésica	 descrita.	 Una	 vez	colocada	 la	 rata	 sobre	 una	 manta	 térmica,	 para	 evitar	 la	 hipotermia	 y	 la	vasoconstricción	periférica	secundaria,	se	canaliza	una	vena	lateral	de	la	cola,	que	es	 par	 y	 discurre	 por	 ambos	 lados	 de	 la	 misma,	 con	 un	 Abbocath®-T	 24G	(Venisystems™,	Abbott	Ireland)	y	una	jeringa	de	1	mL.			Una	vez	extraído	1	mL	de	sangre,	se	inyecta	1	mL	de	suero	salino	fisiológico	para	la	reposición	 de	 la	 volemia	 del	 animal.	 La	 sangre	 extraída	 es	 trasvasada	 a	 un	recipiente	 Eppendorf	 permitiendo	 la	 formación	 de	 coágulo	 a	 temperatura	ambiente	y	obteniendo	el	suero	tras	su	centrifugación	para	analizar.		
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Los	animales	fueron	sacrificados	siguiendo	las	guías	de	práctica	de	eutanasia	de	la	AVMA	—	American	Veterinary	Medical	Association	—,	 edición	de	 2013,	mediante	inyección	 intracardiaca	 de	 1	 mL	 de	 cloruro	 potásico	 1	 molar,	 bajo	 anestesia	general369.	Los	cadáveres	fueron	posteriormente	tratados	según	el	protocolo	de	manipulación	de	residuos	biológicos	del	laboratorio	de	investigación	en	cirugía	experimental.			
Histología	e	inmunohistoquímica	









Tabla	19.	Sistema	de	puntuación	de	la	necrosis	hepática,	en	función	de	su	extensión	en	relación	al	campo	del	microscopio.	Modificado	de	Blain	et	al.,	1999371.			Una	vez	calculada	la	puntuación	media,	si	ésta	se	sitúa	entre	0	y	1	clasificamos	la	necrosis	como	grado	I,	entre	1	y	2	como	grado	II,	entre	2	y	3	como	grado	III	y	por	encima	 de	 3	 como	 grado	 IV.	 De	 manera	 que	 la	 descripción	 de	 cada	 grado	 de	necrosis	sería:	-	Grado	I:	pequeños	focos	de	citolisis	e	infiltrado	inflamatorio	con	necrosis	hepatocitaria	aislada.	-	 Grado	 II:	 moderado	 infiltrado	 inflamatorio	 con	 necrosis	 hepatocitaria	evidente,	asociada	a	 leve	esteatosis	microvacuolar	y	presencia	de	escasas	células	balonizadas.	-	Grado	III:	 intenso	 infiltrado	 inflamatorio	con	gran	necrosis	hepatocitaria,	asociada	 a	marcada	 esteatosis	microvacuolar	 y	 presencia	 de	 abundantes	 células	balonizadas.		 -	 Grado	 IV:	 a	 los	 hallazgos	 descritos	 en	 el	 grado	 III,	 se	 añade	 marcada	necrosis	hepatocitaria	confluente	con	necrosis	en	puentes.	En	los	grupos	a	los	que	se	les	administra	ASCs	se	realiza,	además	del	estudio	con	HE,	un	estudio	de	inmunofluorescencia	para	localizar	las	ASCs	en	el	parénquima	de	los	 órganos	 diana.	 Para	 realizar	 dicho	 estudio,	 previamente	 a	 su	 inyección,	 la	membrana	 celular	 de	 las	 ASCs	 se	 marca	 con	 PKH26	 (Sigma-Aldrich®,	 St.	 Louis,	
USA).	Una	vez	inyectadas	las	células	y	extraídos	los	órganos	a	estudiar,	 los	cortes	histológicos	 obtenidos	 se	 tiñen	 con	 DAPI	 (Sigma-Aldrich®,	 St.	 Louis,	 USA)	 para	marcar	los	núcleos	celulares.	PKH26	 es	 un	marcador	 fluorescente	 que	 posee	 en	 su	 estructura	 largas	 cadenas	alifáticas,	 que	 facilitan	 su	 incorporación	 estable	 a	 las	 regiones	 lipídicas	 de	 la	
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El	diseño	del	estudio	se	hizo	teniendo	en	cuenta	las	tres	“R”	de	Russell	y	Burch372	sobre	experimentación	animal,	descritas	ya	en	1959,	 los	seis	criterios	que,	según	Terblanche	y	Hickman321,	todo	modelo	experimental	animal	de	IHA	debe	cumplir	y	los	criterios	publicados	en	2004,	ya	en	la	era	de	los	dispositivos	bioartificiales,	por	van	de	Kerkhove	et	al288.		Las	tres	“R”	de	Russell	y	Burch	son:	1. Reemplazo:	utilizar	otro	método	de	experimentación	que	no	implique	el	uso	de	animales,	siempre	que	sea	posible.		2. Reducción:	reducir	el	número	de	animales	al	mínimo	posible.	3. Refinar:	 mejorar	 los	 métodos	 existentes	 para	 disminuir	 el	 dolor	 y/o	malestar	de	los	animales.		Los	seis	criterios	de	Terblanche	y	Hickman	son:		1. Reversibilidad.		2. Reproducibilidad.		3. Muerte	por	fallo	hepático.	4. Existencia	de	ventana	terapéutica.		5. Tamaño	 apropiado	 (que	 permita	 el	 muestreo	 de	 sangre	 y	 tejido	 de	forma	frecuente).	6. Ser	un	riesgo	mínimo	para	el	personal.	Los	criterios	de	van	de	Kerkhove	et	al.	son:	
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- Definir	claramente	los	objetivos	o	“end-points”,	debiendo	ser	siempre		el	objetivo	 principal	 en	 la	 IHA	 la	 supervivencia,	 quedando	 como	secundarios	los	parámetros	clínicos	y	analíticos.	






- Mantener	 la	 temperatura	corporal	del	animal,	ya	que	ésta	 influye	en	 la	IHA,	especialmente	en	los	síntomas	neurológicos.		
4.2.1.	Estudio	de	dosis	
El	modelo	experimental	de	insuficiencia	hepática	aguda	inducida	por	toxicidad	con	CCl4,	es	un	modelo	desarrollado	y	utilizado	desde	hace	muchos	años.	Sin	embargo,	una	 vez	 filtrados	 y	 seleccionados	 los	 estudios	 publicados	 por	 el	 tipo	 de	 animal	utilizado	—	rata	Sprague-Dawley	—,	se	pone	de	manifiesto	la	enorme	variabilidad	de	 las	 dosis	 utilizadas,	 haciendo	 necesario,	 por	 tanto,	 validar	 en	 nuestro	
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- D5	=	5	mL/Kg	al	25%	Y	se	establece	un	grupo	control	con	n	=	10,	a	cuyos	individuos	sólo	se	les	inyecta	aceite	de	oliva	virgen,	a	razón	de	5	mL/Kg	y	que	se	nombra	como	D0.	De	cada	 individuo	de	cada	de	uno	de	 los	grupos	se	obtienen	muestras	de	sangre,	según	la	técnica	descrita	previamente,	a	las	24h,	48h	y	1	semana	de	la	inyección	de	CCl4,	 para	 análisis	 de	 AST,	 ALT,	 FA	 y	 BT.	 Se	 practica	 necropsia	 a	 todo	 animal	
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fallecido	 antes	 de	 la	 última	 extracción	 sanguínea	 y	 el	 resto	 se	 sacrifica,	 según	 el	protocolo	establecido.	Una	vez	hallada	una	dosis	que	cumple	los	criterios	bioquímicos	de	lesión	hepática,	que	 en	 nuestro	 caso	 fue	 5	mL/Kg	 al	 25%	 (D5),	 se	 establece	 un	 nuevo	 grupo	 de	cinco	 ratas	 a	 las	 que	 se	 les	 administra	 la	 dosis	 elegida	 para	 confirmar	 los	resultados	analíticos	y	se	nombra	como	D5’.	Posteriormente,	 para	 realizar	 el	 estudio	 histológico	 y	 evaluar	 el	 daño	 hepático	causado	por	 las	diferentes	dosis	utilizadas,	 se	 sacrifican	6	 ratas	por	dosis	—	2	a	24h,	2	a	48h	y	2	a	los	7	días	—,	con	las	dosis	D1,	D2,	D3,	D4	y	D0,	y	se	les	extrae	el	hígado,	 que	 se	 lava	 en	 suero	 salino	 fisiológico	 0.9%	 y	 se	 incluye	 en	 parafina,	 se	corta	y	se	le	aplica	una	tinción	de	HE	para	estudio	con	microscopía	óptica.	Para	la	dosis	definitiva	de	5	mL/Kg	al	25	%	correspondiente	a	los	grupos	D5	y	D5’,	se	crea	un	nuevo	grupo	con	n	=	15	(D6),	al	que	se	le	extrae	sangre	a	las	24h,	48h	y	1	semana,	sacrificando	5	animales	en	cada	tiempo	y	extrayendo	los	hígados,	que	se	procesan	de	la	misma	forma	que	los	del	resto	de	las	dosis.	Con	 los	 datos	 obtenidos,	 se	 realiza	 un	 estudio	 estadístico	 comparativo	 de	 los	parámetros	analíticos	de	cada	grupo,	la	necrosis	hepática	inducida	y	su	mortalidad.		
4.2.2.	Estudio	de	inducción	de	IHA	con	CCl4	y	tratamiento	
con	ASCs	






Grupo	control	ASCs	(1)	Se	crea	un	segundo	grupo	control	con	n	=	15	de	ratas,	en	las	que	no	se	induce	IHA	y	a	 las	 que	 se	 les	 administra	 1	 x	 106	 de	ASCs,	 a	 las	 que	 igualmente	 se	 les	 extraen	analíticas	 y	 se	 sacrifican	a	 las	24h,	48h	y	7	días	de	 la	 inyección,	 en	 grupos	de	5,	extrayendo	hígado,	bazo	y	pulmones.		
Grupo	CCl4	(2)	Se	 crea	 un	 nuevo	 grupo	 con	 15	 animales	 a	 los	 que	 se	 les	 administra	 la	 dosis	definitiva	establecida	en	el	estudio	de	dosis	y	a	 los	que	se	 les	extrae	sangre	a	 las	24h,	48h	y	1	semana.	De	este	modo,	tenemos	un	tamaño	muestral	de	n	=	30	ratas	a	las	 que	 se	 les	 ha	 administrado	 una	 dosis	 de	 CCl4	 de	 5	 mL/Kg	 al	 25%,	 ya	 que	incluimos	en	esta	parte	del	estudio	al	grupo	D6,	por	las	mismas	razones	éticas	de	ahorrar	animales	de	experimentación	no	necesarios.	Se	estipuló	de	forma	previa	al	estudio	 sacrificar	 5	 ratas	 por	 tiempo,	 como	 se	 describe	 en	 el	 siguiente	 esquema	(CCl4	a).	Debido	a	la	mortalidad	a	las	24h	y	48h	en	estos	dos	grupos,	el	número	de	sacrificios	por	tiempo	fue	menor	de	lo	esperado	(esquema,	grupo	CCl4	b).				





Con	 el	 fin	 de	 analizar	 la	 distribución	 de	 las	 ASCs	 en	 los	 órganos	 de	 las	 ratas	 e	identificar	posibles	filtros	en	los	que	éstas	puedan	quedar	retenidas,	se	establecen	dos	grupos	de	n	=	15	y	n	=	30.		Al	 primer	 grupo	 (el	 mismo	 grupo	 control	 del	 estudio	 de	 supervivencia),	 se	 le	inyecta	exclusivamente	1	mL	de	suero	salino	fisiológico	al	0,9%,	que	contiene	1	x	106	 ASCs	marcadas	 con	 PKH26	 (Sigma-Aldrich®,	 St.	Louis,	USA),	 a	 través	 de	 una	vena	 lateral	 de	 la	 cola,	 según	 la	 técnica	 descrita	 y	 utilizada	 previamente,	 y	 se	sacrifican	5	ratas	en	cada	uno	de	los	tiempos:	24h,	48h	y	7	días.		Una	vez	sacrificadas,	se	extraen	pulmones,	bazo	e	hígado,	que	se	fijan	en	parafina	y	se	cortan	de	forma	seriada	con	el	vibrotomo.	Los	cortes	histológicos	obtenidos	se	tiñen	con	DAPI	(Sigma-Aldrich®,	St.	Louis,	USA)	.	Al	 segundo	 grupo	 (el	 mismo	 grupo	 de	 IHA	 del	 estudio	 de	 supervivencia),	 se	 le	inyecta	 CCl4	 a	 dosis	 de	 5	 mL/Kg	 al	 25%	 intraperitoneal	 y	 a	 los	 30	 minutos,	 la	misma	 dosis	 de	 ASCs	 que	 al	 grupo	 previo,	 igualmente	 marcadas	 con	 PKH26	(Sigma-Aldrich®,	St.	Louis,	USA).	Las	ratas	son	sacrificadas	a	las	24h,	48h	y	7d;	10	animales	por	tiempo,	excepto	a	las	24h,	que	son	9	debido	a	un	exitus.	Y	se	extraen	pulmones,	bazo	e	hígado,	que	se	fijan	en	parafina	y	se	cortan	de	forma	seriada	con	el	vibrotomo.	Los	cortes	histológicos	obtenidos	se	tiñen	con	DAPI	(Sigma-Aldrich®,	


























































Se	 presentan	 estadísticas	 descriptivas	 resumen	de	 las	 variables	 continuas	 en	 los	tres	momentos	diferentes,	incluyendo	número	de	sujetos,	media,	desviación	típica,	mediana,	 mínimo	 y	 máximo.	 Para	 los	 datos	 categóricos,	 se	 presentan	 las	distribuciones	de	frecuencia	(absoluta	y	relativa).	Además,	si	procede,	se	calculan	intervalos	de	confianza	del	95%.		
4.3.1.	Estudio	de	dosis	
Para	analizar	 los	 cambios	de	 los	parámetros	 cuantitativos	de	perfil	 hepático	a	 lo	largo	de	los	tres	momentos	entre	los	cinco	grupos	de	dosis,	se	han	usado	modelos	de	 regresión	 lineal	 con	 efectos	 mixtos	 —	 generalización	 de	 los	 modelos	 de	regresión	y	análisis	de	la	varianza	—,	para	controlar	el	efecto	de	las	correlaciones	inducidas	al	tener	medidas	repetidas	en	los	mismos	sujetos	a	lo	largo	del	tiempo.	Se	estudian	tanto	efectos	principales	como	de	interacción	entre	ambos	factores	—	un	efecto	de	interacción	significativo	indicaría	diferencia	en	el	perfil	de	evolución	—.	Las	comparaciones	“post-hoc”		se	realizan	usando	el	método	de	Bonferroni.	En	 el	 análisis	 de	 la	 evolución	 de	 los	 parámetros	 ALT	 y	 AST	 se	 ha	 usado	 la	transformación	 logaritmo	 en	 base	 10	 para	 homogeneizar	 la	 variabilidad	 en	 los	grupos.			
4.3.2.	Estudio	de	inducción	de	IHA	con	CCl4	y	tratamiento	con	ASCs		
Para	analizar	 los	 cambios	de	 los	parámetros	 cuantitativos	de	perfil	 hepático	a	 lo	largo	 de	 los	 tres	 momentos	 entre	 los	 cinco	 grupos,	 se	 han	 usado	 modelos	 de	regresión	 lineal	 con	 efectos	mixtos	 para	 controlar	 el	 efecto	 de	 las	 correlaciones	inducidas	al	tener	medidas	repetidas	en	los	mismos	sujetos	a	lo	largo	del	tiempo.	Se	estudian	tanto	efectos	principales	como	de	interacción	entre	ambos	factores	—	un	efecto	de	interacción	significativo	indicaría	diferencia	en	el	perfil	de	evolución	—.	Las	comparaciones	“post-hoc”		se	realizan	usando	el	método	de	Bonferroni.	
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AST	Existe	una	elevación	sérica	media	global	a	las	24h	de	1.374,93	UI	con	un	máximo	de	9.663	UI,	que	desciende	rápidamente	a	las	48h,	donde	la	media	es	de	468,59	UI	y	el	máximo	de	2.829	UI,	para	alcanzar	cifras	normales	a	los	7	días	postinyección	de	CCl4,	donde	la	media	de	AST	es	de	87,15	UI	con	un	máximo	de	146	UI.		Al	realizar	un	análisis	por	grupo,	observamos	que	el	mayor	valor	medio	y	el	mayor	valor	máximo	a	las	24h	y	48h	pertenecen	al	grupo	de	dosis	de	5	mL/Kg	al	25%,	—	2.082,25	y	9.663	UI	a	las	24h	y	893,25	y	2.829	UI	a	las	48h	—,	pero	sin	embargo,	los	 valores	medios	 plasmáticos	 en	 los	 grupos	D1	 y	D2	 son	 superiores	 que	 en	 los	grupos	D3	y	D4	a	las	24h,	mientras	que	a	las	48h	son	mayores	las	cifras	medias	en	D3	y	D4	que	en	D1	y	D2,	por	lo	que	no	existe	una	relación	dosis-dependiente.	A	los	7	días,	 los	 valores	 medios,	 mínimos	 y	 máximos	 (rango)	 no	 presentan	 diferencias	estadísticamente	 significativas	 entre	 los	 grupos	 de	 dosis,	 estando	 dentro	 de	 los	valores	de	referencia.		Además,	 en	 todos	 los	 grupos,	 para	 una	misma	 dosis,	 hubo	 individuos	 con	 y	 sin	elevación	de	los	niveles	plasmáticos	de	AST.	En	 la	 tabla	 21	 se	 muestran	 los	 descriptores	 estadísticos	 y	 en	 la	 gráfica	 1	 se	representan	los	valores	plasmáticos	medios	de	AST	a	las	24h,	48h	y	7	días	en	cada	uno	de	los	grupos	del	estudio.				
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ALT	De	 forma	 similar	 a	 la	AST,	 la	ALT	presenta	de	 forma	global	una	 elevación	 sérica	máxima	a	 las	24h,	con	una	media	de	552,85	UI	y	un	máximo	de	5.095	UI	con	un	rápido	descenso	a	las	48h,	donde	la	media	es	de	245,11	UI	y	el	máximo	1.218	UI,	y	una	normalización	de	 los	 valores	plasmáticos	 a	 los	 7	 días	 postinyección	de	CCl4,	con	una	media	de	35,07	UI	y	un	máximo	de	71	UI.		En	nuestro	estudio,	todas	las	elevaciones	de	ALT	por	encima	de	su	valor	máximo	de	 referencia,	 se	 acompañaron	 de	 una	 elevación	 de	 AST,	 con	 excepción	 de	 dos	casos,	en	los	que	a	una	elevación	de	ALT	o	de	AST	no	le	correspondió	una	elevación	del	otro,	como	se	puede	observar	en	la	tabla	20.	Igualmente,	en	 todos	 los	grupos,	para	una	misma	dosis,	hay	 individuos	con	y	sin	elevación	de	los	niveles	plasmáticos	de	ALT	y	las	medias	de	cada	uno	de	los	grupos	tampoco	 mantienen	 una	 relación	 dosis-dependiente,	 siendo	 en	 D4,	 por	 ejemplo,	inferior	tanto	a	24h	como	a	48h	con	respecto	al	resto	de	grupos.		En	 la	 tabla	 22	 se	 muestran	 los	 descriptores	 estadísticos	 y	 en	 la	 gráfica	 2	 se	representan	los	valores	plasmáticos	medios	de	ALT	a	las	24h,	48h	y	7	días		en	cada	uno	de	los	grupos	del	estudio.			
FA	La	fosfatasa	alcalina	no	se	elevó	en	los	grupos	D1,	D2,	D3	ni	D4.	Sin	embargo,	hubo	un	 leve	 aumento	 de	 los	 valores	 plasmáticos	 en	 dos	 individuos	 del	 grupo	 D5,	normalizándose	dichos	valores	a	 las	48h	y	permaneciendo	normales	a	 los	7	días	tras	la	inyección	de	CCl4.	La	media	global	a	las	24h	fue	de	264,26	UI,	mientras	que	la	media	 específica	del	 grupo	D5	 fue	de	411,63	UI.	 La	media	del	 resto	de	 grupos	está	por	debajo	de	la	media	global.	En	 la	 tabla	23	se	muestran	 los	descriptores	estadísticos	gráfica	3	 se	 representan	los	valores	plasmáticos	medios	de	FA	a	 las	24h,	48h	y	7	días	en	cada	uno	de	 los	grupos	del	estudio.		
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Durante	las	necropsias,	se	realiza	un	estudio	macroscópico	de	la	superficie	de	los	hígados,	 hallando	 lesiones	 blanquecinas	 con	 un	 patrón	 moteado	 en	 todos	 los	lóbulos	hepáticos,	así	como	una	capa	amarillenta	clara,	de	aspecto	fibrinoso,	en	los	hígados	de	las	ratas	destinadas	para	dicho	fin	y	a	las	que	se	les	ha	administrado	las	dosis	D3,	D4	y	D5	(Figura	14).	Las	 muestras	 de	 tejido	 hepático	 obtenidas	 tras	 el	 sacrificio	 de	 las	 ratas	 de	 los	diferentes	grupos	y	su	debida	preparación,	tal	y	como	se	detalla	en	el	apartado	4.1.,	se	tiñen	con	HE	y	se	examinan	con	microscopía	óptica	de	10x,	20x	y	40x	aumentos.	En	el	grupo	de	control,	D0,	al	que	sólo	se	 le	ha	 inyectado	aceite	de	oliva	virgen	a	dosis	 de	 5	 mL/Kg,	 se	 observa	 un	 parénquima	 hepático	 con	 arquitectura	conservada	y	sin	evidencia	de	lesión	histológica	alguna	a	las	24h,	48h	y	7	días.		En	el	grupo	D6,	al	que	se	 le	administró	 la	misma	dosis	CCl4	que	a	D5	(5	mL/Kg	al	25%),	 a	 las	 24h	 de	 su	 inyección	 encontramos	 diferentes	 grados	 de	 lesión	histológica,	pudiendo	establecer	una	clasificación	de	tres	grupos,	según	el	grado	de	necrosis	 y	 siguiendo	 un	 método	 semicuantitativo	 descrito	 en	 el	 apartado	 de	métodos.	El	 primer	 grupo	 está	 formado	 por	 hígados	 en	 los	 que	 la	 arquitectura	parenquimatosa	está	conservada	y	los	espacios	porta	presentan	mínimos	cambios	con	pequeños	focos	de	citolisis	y	necrosis	aislada	(necrosis	grado	I),	en	el	que	se	incluyen	los	grupos	D1	y	D2.		El	 segundo	 grupo,	 presenta	 en	 todas	 y	 cada	 una	 de	 las	 ratas	 intenso	 infiltrado	inflamatorio	 con	 gran	 necrosis	 hepatocitaria	 localizada	 en	 zona	 3	 perivenular,	asociada	 a	marcada	 esteatosis	microvacuolar	 y	 presencia	 de	 abundantes	 células	balonizadas	 y	 en	 algunos	 casos,	 marcada	 necrosis	 hepatocitaria	 confluente	 con	necrosis	en	puentes	(grados	III	y	IV),	(figuras	15	y	16).		Y	 el	 tercer	 grupo,	 presenta	 gran	 variabilidad	 en	 el	 grado	 de	 afectación	 hepática,	con	 ratas	 que	 presentan	 un	 hígado	 sano	 o	 con	 lesiones	 de	 grado	 I,	 otras	 que	presentan	moderado	 infiltrado	 inflamatorio	 con	 necrosis	 hepatocitaria	 evidente,	
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AST	La	AST	 tiene	un	pico	 sérico	máximo	a	 las	24h	en	 los	dos	grupos	a	 los	que	se	 les	inyecta	CCl4;	en	el	grupo	sin	ASCs,	 la	media	es	de	3.175,52	UI	con	un	máximo	de	19.883	UI	y	en	el	 grupo	con	ASCs	 la	media	es	de	3.974,17	UI	 con	un	máximo	de	17.244	UI	(tabla	29).	Este	 aumento	 disminuye	 progresivamente	 a	 lo	 largo	 del	 tiempo,	 hasta	normalizarse	a	los	7	días.	Los	dos	grupos	control,	con	aceite	y	con	ASCs,	tienen	en	todo	momento	unos	valores	dentro	del	rango	de	referencia	normal.			





FA	La	 FA,	 a	 diferencia	 de	 la	 ALT	 y	 AST,	 no	 tiene	 un	 incremento	medio	 significativo	respecto	 a	 su	 valor	de	 referencia	 a	 las	 24h,	 y	 solamente	 en	 el	 grupo	de	 IHA	 con	ASCs	se	eleva	a	las	48h	(460,79	UI),	normalizándose	a	los	7	días	(tabla	31).			








































































Al	comparar	 las	variaciones	de	 los	niveles	plasmáticos	de	AST	a	 las	24h,	48h	y	7	días	entre	los	diferentes	grupos	—	control	con	aceite,	control	con	ASCs,	CCl4	y	CCl4	+	ASCs	—,	se	observa	que	las	24h	existen	diferencias	significativas	entre	los	grupos	a	 los	 que	 se	 les	 administra	 el	 tóxico	 intraperitoneal	 y	 los	 dos	 grupos	 control.	También	se	observa	que	no	existen	diferencias	 significativas	entre	 los	grupos	de	IHA	con	y	sin	tratamiento	con	ASCs	a	las	24h	(P=	0,279),	48h	(P=	1,000)	y	7d	(P=	0,582),	(gráfica	6).	A	 las	 48h	 y	 7	 días	 las	 diferencias	 entre	 los	 grupos	 con	 inducción	 de	 IHA	 y	 los	grupos	control	alternan,	siendo	significativas	a	 las	48h	frente	al	grupo	control	de	ASCs,	pero	no	frente	al	grupo	control	con	aceite	de	oliva	y	al	contrario	al	realizar	el	análisis	a	los	7	días.		
	Respecto	a	 los	niveles	de	ALT,	 	 sólo	 existen	diferencias	 significativas	 a	 las	24h	y	48h	 entre	 los	 dos	 grupos	 de	 IHA	 inducida	 y	 los	 grupos	 control,	 no	 existiendo	diferencias	en	ningún	momento	entre	 los	grupos	de	IHA,	con	o	sin	ASCs,	ni	entre	los	 grupos	 control	 y	 ninguna	 diferencia	 tampoco	 entre	 ninguno	 de	 los	 cuatro	grupos	a	los	7	días	(gráfica	7).	La	FA,	a	las	24h,	no	muestra	diferencias	significativas	entre	ninguno	de	los	grupos	estudiados	 y	 a	 los	7	días,	 únicamente	 el	 grupo	 control	 con	 aceite,	 presenta	unos	valores	 elevados	 que	 difieren,	 tanto	 del	 otro	 grupo	 control	 con	 ASCs	 como	 del	grupo	de	IHA	sin	ASCs.	A	 las	48h,	sí	existen	diferencias	entre	 los	dos	grupos	de	IHA	(P=0,003),	con	unos	niveles	séricos	de	FA	medios	mayores	en	el	grupo	tratado	con	ASCs	con	respecto	al	grupo	de	CCl4	sin	células	madre	mesenquimales	(gráfica	8).	En	cuanto	al	análisis	de	la	BT,	aunque	existe	una	clara	tendencia	en	el	grupo	de	IHA	con	ASCs	a	presentar	valores	medios	de	BT	superiores	al	resto	de	grupos	a	las	48h,	no	existen	diferencias	significativas	entre	los	grupos,	a	excepción	del	grupo	control	de	aceite	respecto	al	grupo	de	CCl4	asociado	a	ASCs	a	las	24h,	siendo	inferiores	las	cifras	de	BT	plasmáticas	en	el	primero	(gráfica	9).	
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Gráfica	 8.	 Niveles	 plasmáticos	 medios	 de	 FA,	 representados	 mediante	 su	 transformación	logarítmica,	y	con	intervalos	de	confianza	del	95%.	
	


















































































































La	mortalidad	en	el	grupo	de	ratas	tratadas	con	CCl4	es	de	un	23,33%,	con	un	total	de	 7	 exitus	 letalis,	 de	 los	 cuales,	 6	 son	 en	 las	 primeras	 24h	 y	 1	 a	 las	 48h.	 Sin	embargo,	la	mortalidad	en	el	grupo	de	ratas	al	que	se	le	administró	ASCs	después	de	 la	 inyección	de	CCl4,	presenta	una	mortalidad	del	3,33%,	con	un	único	evento	letal	 a	 las	 24h	 postinyección	 del	 tóxico,	 con	 diferencias	 estadísticamente	significativas	entre	ambos	grupos	(P	=	0,026;	tabla	33).	

















Control	Aceite	 Control	ASCs	 CCl4	 CCl4	+	ASCs	Chi-Sq	 Sig	 Chi-Sq	 Sig	 Chi-Sq	 Sig	 Chi-Sq	 Sig	
Control	Aceite	 	 	 .	 .	 3,937	 ,047	 ,500	 ,480	
Control	ASCs	 .	 .	 	 	 3,937	 ,047	 ,500	 ,480	
CCl4	 3,937	 ,047	 3,937	 ,047	 	 	 4,985	 ,026	








5.3.	 Estudio	 de	 la	 ruta	 celular	 y	 evaluación	 cuantitativa	
del	número	de	ASCs	



















ASCs	 CCl4	+	ASCs	 -6,600	 1,270	 20	 0,000	 -9,248	 -3,952	CCl4	+	ASCs	 ASCs	 6,600	 1,270	 20	 0,000	 3,952	 9,248	
48h	
ASCs	 CCl4	+	ASCs	 -12,000	 1,270	 20	 0,000	 -14,648	 -9,352	CCl4	+	ASCs	 ASCs	 12,000	 1,270	 20	 0,000	 9,352	 14,648	
7d	
ASCs	 CCl4	+	ASCs	 -11,600	 1,270	 20	 0,000	 -14,248	 -8,952	CCl4	+	ASCs	 ASCs	 11,600	 1,270	 20	 0,000	 8,952	 14,248	















ASCs	 CCl4	+	ASCs	 -2.800	 5,530	 24	 0,617	 -14,213	 8,613	CCl4	+	ASCs	 ASCs	 2.800	 5,530	 24	 0,617	 -8,613	 14,213	
48h	
ASCs	 CCl4	+	ASCs	 13.400	 5,530	 24	 0,023	 1,987	 24,814	CCl4	+	ASCs	 ASCs	 -13.400		 5,530	 24	 0,023	 -24,814	 -1,987	
7d	
ASCs	 CCl4	+	ASCs	 10.800	 5,530	 24	 0,063	 -0,613	 22,213	CCl4	+	ASCs	 ASCs	 -10.800	 5,530	 24	 0,063	 -22,213	 0,613	













ASCs	 CCl4	+	ASCs	 -10.800	 3,956	 20	 0,013	 -19,052	 -2,548	CCl4	+	ASCs	 ASCs	 10.800	 3,956	 20	 0,013	 2,548	 19,052	
48h	
ASCs	 CCl4	+	ASCs	 -1.600	 3,956	 20	 0,690	 -9,852	 6,652	CCl4	+	ASCs	 ASCs	 1.600	 3,956	 20	 0,690	 -6,652	 9,852	
7d	
ASCs	 CCl4	+	ASCs	 -6.200	 3,956	 20	 0,133	 -14,452	 2,052	CCl4	+	ASCs	 ASCs	 6.200	 3,956	 20	 0,133	 -2,052	 14,452	



























































































6.1.	RELEVANCIA	CLÍNICA	DEL	ESTUDIO	La	 insuficiencia	 hepática	 aguda	 es	 un	 cuadro	 clínico	 complejo,	 resultado	 de	 una	incapacidad	 transitoria	 o	 permanente	 de	 los	 hepatocitos	 para	 realizar	 las	funciones	de	síntesis,	metabolización	y	detoxificación	propias	del	hígado,	y	que	se	produce	como	consecuencia	de	una	agresión	celular	directa.		Son	diversas	las	etiologías	que	pueden	desencadenar	un	cuadro	de	IHA,	siendo	las	hepatitis	 víricas	 la	 causa	 más	 frecuente	 en	 España,	 seguida	 de	 la	 idiopática	 o	indeterminada,	 pero	 con	 una	 incidencia	 global	 baja.	 Esto	 se	 debe	 a	 una	 mejor	educación	 sanitaria	 de	 la	 población	 y	 adherencia	 a	 las	 medidas	 de	 prevención	primaria,	así	como	a	un	mejor	control	de	la	carga	viral	gracias	a	los	avances	de	la	industria	 farmacéutica	y	a	un	mayor	 control	 sobre	 los	productos	hemoderivados	con	 fines	 transfusionales,	 que	minimizan	 enormemente	 el	 riesgo	 de	 transmisión	horizontal	y	vertical.		Hoy	en	día,	la	seguridad	de	la	cirugía	hepática,	merced	a	la	posibilidad	de	realizar	estudios	 funcionales,	 volumétricos	 y	 de	 acondicionamiento	 prequirúrgico	(hipertrofia	compensadora	mediante	embolización	portal,	aclaramiento	del	verde	de	 indocianina),	 permite	 realizar	 resecciones	 amplias	 minimizando	 el	 riesgo	 de	desarrollar	IHA	en	el	postoperatorio	inmediato.		El	grupo	etario	más	comúnmente	afectado	es	característicamente	el	de	jóvenes	por	debajo	de	los	40	años,	con	el	consecuente	impacto	en	años	de	vida	potencialmente	perdidos,	pero	su	relevancia	clínica	radica	en	la	ausencia	de	un	tratamiento	eficaz	—	 con	 aumento	 de	 la	 supervivencia	 a	 largo	 plazo	 —,	 distinto	 del	 trasplante	hepático2,	 a	 pesar	 de	 los	 avances	 en	 las	 terapias	 de	 soporte	 intensivo	 y	 del	desarrollo	de	dispositivos	artificiales	y	bioartificiales	de	asistencia	hepática.	La	supervivencia	en	la	IHA	depende	de	muchos	factores,	entre	los	cuales	destaca	la	propia	 etiología,	 la	 existencia	 de	 un	 tratamiento	 específico	 según	 la	 causa,	 el	desarrollo	 de	 encefalopatía,	 etc.,	 pero	 globalmente,	 sólo	 el	 35%	de	 los	 pacientes	con	 IHA	 sobreviven	 con	 medidas	 de	 soporte	 sin	 trasplante	 hepático.	 Por	 el	contrario,	 la	 supervivencia	 global	 postrasplante	 por	 IHA	 a	 uno	 y	 cinco	 años	 en	nuestro	país	es	del	75,3%	y	del	70,5%,	respectivamente144.	
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El	problema	fundamental	estriba	en	la	selección	de	candidatos	a	trasplante,	ya	que	nos	encontramos	ante	una	entidad	en	algunos	casos	potencialmente	reversible	y	a	una	solución	no	disponible	siempre	y	gravada	con	un	alto	índice	de	complicaciones	a	 largo	 plazo.	 Ya	 hemos	 comentado	 la	 falta	 de	 precisión	 de	 los	 sistemas	 de	puntuación,	como	el	KCC	o	el	MELD,	para	la	estratificación	del	riesgo	y	necesidad	de	TH	y	el	 importante	número	de	pacientes	que,	estando	en	 lista	de	espera	para	trasplante,	tienen	una	recuperación	espontánea.	En	este	contexto,	en	el	que	es	evidente	 la	necesidad	de	nuevos	abordajes	para	el	tratamiento	de	 la	IHA,	 la	terapia	celular	surge	como	una	posible	alternativa	en	el	armamentario	 terapéutico;	 la	 posibilidad	 de	 inocular	 en	 un	 paciente	 células	 con	capacidad	 de	 integrarse	 en	 el	 tejido	 del	 órgano	 dañado	 y	 asumir	 sus	 funciones	biológicas	 y/o	 estimular	 su	 regeneración	 es	 una	 estrategia	 muy	 atractiva	 por	diversas	razones.	Además	de	intentar	eludir	el	TH,	que	es	limitado	y	costoso	en	cuanto	a	consumo	de	recursos	y	con	una	morbimortalidad	nada	despreciable	—	mortalidad	del	35%	en	el	primer	año	en	algunas	series	históricas374	—,	ofrece	 la	posibilidad	de	 inyectar	células	 inmunocompatibles	 y	 así,	 evitar	 también	 la	 necesidad	 de	 medicación	inmunosupresora	de	por	vida,	eliminando	sus	efectos	adversos	—	las	 infecciones	son	una	de	las	principales	causas	de	mortalidad	postrasplante	—;	existen	multitud	de	 fuentes	 que	 pueden	 ser	 expandidas	 cuasi	 indefinidamente,	 no	 existiendo	 la	escasez	de	donantes	como	factor	limitante	y	es	una	terapia	que	ha	demostrado	ser	siempre	 segura	 en	 aquellas	 patologías	 en	 las	 que	 se	 ha	 utilizado	 y,	 tener	 un	impacto	clínico	relevante	frente	a	las	alternativas	terapéuticas	clásicas	en	muchos	casos.		La	 terapia	 celular,	 como	 hemos	 comentado	 en	 la	 introducción,	 es	 un	 tema	 de	actualidad,	 aunque	 son	 varias	 ya	 las	 décadas	 que	 se	 lleva	 investigando	 la	aplicabilidad	de	dicha	terapia	en	diferentes	campos	de	la	medicina	y	constituye	un	ejemplo	 perfecto	 de	 investigación	 traslacional,	 es	 decir,	 de	 transferencia	 del	conocimiento	fruto	de	la	investigación	básica	a	la	práctica	clínica	habitual.		Hasta	la	fecha	de	hoy,	los	estudios	que	se	han	llevado	a	cabo	en	relación	a	la	terapia	celular	y	 la	 insuficiencia	hepática	a	nivel	clínico	son	con	células	parenquimatosas	
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maduras,	es	decir,	con	hepatocitos	adultos	o	con	células	madre	en	el	fallo	hepático	agudo	sobre	crónico,	que	aunque	comparte	rasgos	clínicos	con	la	IHA,	se	trata	de	una	 entidad	 nosológica	 bien	 definida	 y	 diferente.	 Por	 tanto,	 el	 uso	 concreto	 de	células	madre	para	el	tratamiento	de	 la	IHA	sigue	siendo	un	campo	por	explorar,	ya	que	aunque	existe	mucha	y	sólida	evidencia	experimental,	aún	no	se	ha	iniciado	la	investigación	en	el	ámbito	clínico.	Nuestro	grupo	de	investigación	se	propone	estudiar	el	uso	potencial	de	las	células	madre	mesenquimales	derivadas	de	tejido	adiposo	en	el	tratamiento	de	la	IHA.	El	objetivo	 final	 es	 validar	 su	 aplicabilidad	 clínica,	 pero	 para	 ello,	 y	 a	 pesar	 de	 la	literatura	 existente,	 consideramos	 necesario	 hacer	 primero	 una	 prueba	 de	concepto	con	las	células	con	las	que	habitualmente	trabajamos.			
6.2.	IDONEIDAD	DEL	MODELO	EXPERIMENTAL	Los	 modelos	 preclínicos	 publicados,	 concretamente	 los	 modelos	 animales,	 son	extensos	tanto	en	especies,	como	en	tipo	de	células	y	forma	de	inducción	de	la	IHA	utilizados.	Los	modelos	más	habituales,	por	ser	menos	complejos,	son	 los	de	 IHA	inducida	 por	 fármacos	 o	 sustancias	 hepatotóxicas	 y	 los	 animales	 más	frecuentemente	utilizados,	 ratones	y	 ratas,	por	 su	mayor	disponibilidad	y	menor	coste	individual,	de	mantenimiento	y	de	material	de	investigación		—	anticuerpos	para	inmunohistoquímica,	colorantes	para	tinciones,	etc.	—.		El	tetracloruro	de	carbono	es	una	de	las	sustancias	más	ampliamente	utilizadas	en	investigación	para	desarrollar	modelos	de	IHA.	Algunas	de	sus	ventajas	son	su	bajo	coste	 y	 su	 fácil	 y	 segura	 manipulación,	 frente	 a	 otras	 sustancias	 que	 tienen	 un	mayor	 riesgo	 biológico.	 Algunos	 autores,	 sin	 embargo,	 no	 la	 consideran	 la	 más	apropiada	al	no	ser	100%	selectiva	en	su	toxicidad	y	poder	afectar	a	otros	órganos,	como	riñones	y	pulmones,	y	ser	muy	variable	 la	relación	entre	 la	dosis	y	el	daño	hepático	provocado.	En	 contra	 de	 esta	 opinión	 y	 el	 criterio	 de	 nuestro	 de	 grupo	 es	 que,	 de	 hecho,	 el	desarrollo	 de	 IRA	 por	 toxicidad	 directa,	 en	 vez	 de	 por	 afectación	 secundaria	—	hipoperfusión	 por	 alteraciones	 hemodinámicas	 derivadas	 del	 fallo	 hepático	 —,	
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plantea	por	un	 lado,	un	escenario	 real	 como	es	 la	 IHA	por	paracetamol	—	causa	más	 frecuente	 de	 IHA	 en	 países	 occidentales	 desarrollados	 y	 cuya	 lesión	histológica	 remeda	 el	 tetracloruro	de	 carbono	—	en	 el	 que	 existe	nefrotoxicidad	tanto	 directa	 como	 indirecta	 y,	 por	 otro	 lado,	 un	 pronóstico	 a	 priori	 más	desfavorable,	por	lo	que	cualquier	intervención,	en	nuestro	caso	la	administración	de	 ASCs,	 tendrá	 mayor	 relevancia.	 Además,	 la	 IRA	 funcional	 provocada	 por	 las	alteraciones	 hemodinámicas,	 en	 última	 instancia,	 acaba	 convirtiéndose	 	 en	 una	necrosis	 tubular	 aguda	 por	 isquemia,	 indistinguible	 de	 la	 lesión	 directa,	 y	 su	incidencia	es	cercana	al	80%	de	los	casos	en	seres	humanos.	Por	 otra	 parte,	 las	 autopsias	 realizadas	 no	 objetivaron	 ningún	 daño	 orgánico	distinto	del	hepático	y	el	estudio	histológico,	como	se	comentó	en	el	apartado	de	resultados,	demostró	un	grado	de	necrosis	 III-IV	en	el	100%	de	 los	especímenes	tratados	con	la	dosis	de	5	mL/Kg	al	25%.	Una	 cuestión	 siempre	discutida	de	estos	modelos	es	 la	 capacidad	de	predecir	de	forma	 precoz	 y	 precisa	 el	 desarrollo	 de	 daño	 hepático,	 históricamente	 de	 gran	interés	en	la	industria	farmacéutica	para	el	desarrollo	de	nuevos	medicamentos375.	Clásicamente	se	han	utilizado	los	niveles	séricos	de	transaminasas	citosólicas	(AST	y	ALT)	para	determinar	la	existencia	de	una	ruptura	o	pérdida	de	integridad	de	la	membrana	celular	de	los	hepatocitos	y	por	tanto,	como	indicador	de	necrosis.		La	 IHA	 se	 define	 por	 la	 presencia	 de	 encefalopatía	 y	 coagulopatía	 y	 los	 enzimas	hepáticos	no	tienen	un	papel	relevante	desde	el	punto	de	vista	diagnóstico	en	seres	humanos.	Además,	es	un	hecho	conocido	que	no	existe	una	correlación	entre	estos	niveles	 y	 la	 reversibilidad	 o	 irreversibilidad	 del	 daño	 hepático.	 Sin	 embargo,	 la	seriación	de	los	niveles	de	AST	y	ALT,	así	como	de	GGT,	FA	y	BT	es	rutinaria	en	la	práctica	clínica	habitual	y	en	todos	los	estudios	de	investigación	se	realiza	siempre	de	forma	complementaria	y	no	sustitutiva	del	análisis	histopatológico.		El	 trabajo	 de	 Wahi	 et	 al.	 (1955)376	 demuestra	 la	 existencia	 de	 alteraciones	bioquímicas,	 concretamente,	 una	 disminución	 de	 la	 actividad	 de	 la	 fosfatasa	alcalina	en	la	zona	de	la	vena	centrolobulillar,	a	las	dos	horas	de	la	administración	del	CCl4	sin	que	en	la	tinción	con	HE	hubiera	lesiones	histológicas	reconocibles.	En	un	sentido	opuesto,	el	trabajo	de	Grice	et	al.	(1971)377	demuestra	la	existencia	de	
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daños	en	las	organelas	celulares	de	los	hepatocitos	a	dosis	de	CCl4	muy	bajas	(0,03	mg/Kg	 al	 3%),	 observados	 mediante	 microscopía	 electrónica,	 antes	 de	 que	 se	detectaran	 alteraciones	 del	 perfil	 bioquímico	—	AST	 y	 LDH	—	 a	 las	 24h	 tras	 la	inyección	intraperitoneal	del	tóxico.	En	este	mismo	estudio,	a	dosis	crecientes	de	CCl4	se	observaron	mayores	alteraciones	bioquímicas.	En	 nuestro	 estudio	 de	 dosis,	 la	 lesión	 hepática	 esperada	 según	 los	 criterios	bioquímicos	de	Bénichou373,	se	objetivó	en	un	0%	en	el	grupo	de	control,	un	20%	en	D1,	un	60%	en	D2,	un	40%	en	D3,	un	20%	en	D4	y	un	50%	en	D5	y	D5’.		El	 aumento	 de	 los	 niveles	 séricos	 de	 ALT,	 considerada	 un	 biomarcador	 de	hepatotoxicidad	más	sensible	y	específico	que	 la	AST329,	 se	asoció	siempre	a	una	elevación	de	esta	última,	 como	era	de	esperar,	 sin	embargo,	después	del	 análisis	estadístico,	 los	 niveles	 de	 AST	 y	 ALT	 fueron	 independientes	 de	 la	 dosis	administrada	y	solo	se	observó	un	patrón	 temporal	 con	diferencias	significativas	en	el	grupo	D5.	Los	niveles	de	ALT	a	las	48h	fueron	significativamente	mayores	que	a	los	7	días	(p	=	0.046),	mientras	que	 los	niveles	de	AST	 fueron	superiores	a	 las	24h	y	48h	con	respecto	a	los	7	días	(p	=	0,040	y	p	=	0,047,	respectivamente).	Los	 niveles	 plasmáticos	 de	 la	 FA,	 que	 se	 elevan	 en	 las	 enfermedades	 hepáticas	colestásicas,	 fueron	 significativamente	 mayores	 en	 el	 grupo	 D5,	 mientras	 que	 la	bilirrubina	total	permaneció	sin	alteraciones.		Estos	hallazgos	son	consistentes	con	otros	estudios	en	los	que	una	elevación	de	la	FA	se	considera	como	secundaria	a	la	regeneración	hepática	e	irritación	de	las	células	del	epitelio	biliar	canalicular,	que	son	ricas	en	FA376,378.	Independientemente	de	 los	hallazgos	bioquímicos,	 la	gravedad	del	daño	hepático	fue	 dosis-dependiente,	 con	 progresión	 desde	 infiltrados	 inflamatorios	 de	polimorfonucleares	 hasta	 una	 necrosis	 coagulativa	 centrolobulillar	 (zona	 3)	 con	vacuolización	lipídica	y	sin	daño	endotelial,	con	una	mayor	variabilidad	individual	en	los	grupos	D3	y	D4.	En	nuestro	trabajo,	14	de	las	23	ratas	estudiadas	a	24h,	a	las	que	se	les	administró	CCl4	 como	 control	 frente	 al	 grupo	 de	 IHA	 y	 tratamiento	 con	 ASCs,	 presentaron	
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necrosis	definida	por	criterios	bioquímicos,	concretamente,	por	elevación	en	más	de	 dos	 veces	 el	 límite	 superior	 normal	 de	 la	 ALT	 en	 todos	 los	 casos,	 lo	 que	representa	el	60,87%.	Hay	que	recordar	que	 los	criterios	de	Bénichou	se	aplican	para	 IHA	 en	 humanos	 exclusivamente,	 pero	 decidimos	 trasladarlos	 a	 nuestro	modelo	ya	que	no	existe	ningún	criterio	consensuado	en	ratas	y	porque	pensamos	que	 serían	 unos	 criterios	 restrictivos	 y,	 por	 tanto,	 más	 exigentes	 a	 la	 hora	 de	establecer	 el	 diagnóstico	 de	 fallo	 hepático.	 De	 hecho,	 ya	 que	 el	 100%	 de	 los	individuos	 tratados	con	CCl4	a	5	mL/Kg	al	25%	tuvieron	necrosis	hepática	grado	III-IV	en	el	estudio	histológico,	todas	las	ratas	con	alteración	del	perfil	bioquímico	tuvieron	 necrosis	 hepática	 y,	 por	 tanto,	 la	 especificidad	 de	 estos	 criterios	 es	 del	100%.	Sería	sin	embargo	posible	con	estos	resultados,	aunque	no	era	el	objeto	de	nuestro	 trabajo,	 poder	 ajustar	 los	 criterios	 de	 Bénichou	 para	 aumentar	 su	sensibilidad.		De	esta	forma,	podríamos	evitar	la	necesidad	de	una	pre-biopsia379	―	una	biopsia	previa	a	la	inducción	de	la	hepatotoxicidad	―	que	algunos	autores	preconizan	por	la	 variabilidad	 interindividual	 en	 el	 DILI	 (Drug-induced	 liver	 injury)	 de	 las	 ratas	Sprague-Dawley	mencionada	anteriormente	―	hasta	el	30%	―.	Esta	variabilidad	se	explica,	 además	 de	 por	 factores	 como	 la	 edad	 o	 el	 sexo,	 por	 la	 existencia	 de	polimorfismos	genéticos	relacionados	con	el	metabolismo	lipídico	y	la	inmunidad,	que	confieren	una	mayor	o	menor	susceptibilidad	innata	a	la	toxicidad	por	CCl4379.	El	 estudio	 de	 estos	 genes	 mediante	 biopsia,	 podría	 garantizar	 la	 selección	 de	especímenes	con	la	susceptibilidad	deseada	y	predecir	la	respuesta	al	tóxico	antes	de	su	administración,	por	tanto,	evitando	el	uso	excesivo	de	animales.		Sin	 embargo,	 la	 realización	 de	 una	 biopsia	 y	 el	 estudio	 genético	 en	 cualquier	estudio	de	 IHA	supone	añadir	una	 técnica	con	complicaciones,	 incluso	 la	pérdida	del	animal	por	muerte	―	hemorragia,	 infección,	etc.	―,	y	una	mayor	 inversión	en	coste	y	tiempo.	Así	pues,	 sean	 las	alteraciones	bioquímicas	 las	primeras	o	no	en	aparecer	 tras	 la	inducción	 del	 fallo	 hepático	 y	 tengan	 dichas	 alteraciones	 bioquímicas	 una	insuficiente	 correlación	 con	 el	 grado	 de	 lesión	 histológico,	 el	 hecho	 es	 que	 su	presencia	 sí	 demuestra	 la	 existencia	 de	 afectación	 orgánica.	 Por	 ello,	 la	
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cuantificación	 de	 estos	 enzimas	 sigue	 siendo	 importante	 y	 decidimos	 obtener	muestras	en	nuestro	estudio	para	su	análisis.		Otros	enzimas,	especialmente	aquéllos	relacionados	con	el	estrés	oxidativo	tienen	una	 mejor	 correlación	 con	 el	 daño	 hepático	 inducido	 por	 el	 CCl4.	 La	 glutamato	deshidrogenasa	(GDH),	un	enzima	mitocondrial,	tiene	una	mayor	sensibilidad	para	predecir	necrosis	hepática366,367,	pero	su	medición,	aunque	posible,	no	se	realiza	de	forma	rutinaria	por	la	falta	de	estandarización	en	el	uso	de	reactivos380.	Desde	el	punto	de	vista	analítico,	aparte	de	la	bioquímica	hepática,	el	estado	de	la	coagulación	 es	 fundamental	 y	 sus	 variaciones	 constituyen	 un	 importante	 factor	pronóstico,	 por	 lo	 que	 está	 incluida	 en	 la	 mayoría	 de	 los	 índices	 y	 scores	 de	morbimortalidad	y	forma	parte	de	la	definición	actual	de	IHA.	Pritchard	 et	 al.339	 observaron	 en	 ratas	 Sprague-Dawley	 macho	 un	 aumento	 del	TTPa	 a	 las	 6h	 y	 del	 TP	 a	 las	 16h	 tras	 la	 administración	 de	 CCl4,	 por	 tanto,	demostrando	 una	 similitud	 importante	 con	 el	 cuadro	 clínico	 producido	 en	 seres	humanos.	Además,	ninguno	de	los	estudios	de	IHA	realizados	en	animales	describe	la	 aparición	 de	 eventos	 hemorrágicos,	 pudiendo	 ser	 un	 dato	 a	 favor	 de	 la	existencia,	 al	 igual	 que	 en	 los	 seres	 humanos,	 de	 una	 coagulación	 balanceada	 a	expensas	de	la	disminución	o	del	aumento	de	los	niveles	de	otros	componentes	de	la	misma.	Sin	 embargo,	 como	 comentamos	 en	 la	 introducción,	 la	 literatura	 más	 reciente	sostiene	que,	en	 realidad,	 los	 fenómenos	 trombóticos	pueden	ser	más	 frecuentes	que	 los	 hemorrágicos	 en	 pacientes	 con	 IHA	 y	 es	 necesario	 introducir	 de	 forma	precoz	 la	profilaxis	antitrombótica.	En	nuestro	estudio,	 la	obtención	de	muestras	adecuadas	 para	 el	 análisis	 bioquímico	 de	 la	 rata	 que	 falleció	 a	 las	 48h	 tras	 la	inyección	de	CCl4	 fue	 imposible,	 ya	que	 éstas	 se	 coagulaban	nada	más	 extraerse.	Aunque	no	tenemos	datos	que	lo	confirmen,	ya	que	la	batería	de	análisis	necesaria	sería	 muy	 extensa,	 probablemente	 se	 trataba	 de	 una	 diátesis	 protrombótica	provocada	por	el	fallo	hepático.	
6.	DISCUSIÓN	
	196	
Dado	 el	 excesivo	 volumen	 necesario	 extraer	 a	 cada	 animal	 para	 el	 análisis	 de	coagulación	,	debido	al	autoanalizador	del	que	disponemos,	no	fue	posible	realizar	las	determinaciones	de	estos	parámetros.		Es	 posible	 que	 alguno	 de	 los	 individuos	 con	 bioquímica	 normal,	 pero	 necrosis	hepática	confirmada,	tuviera	alteraciones	de	los	parámetros	de	la	coagulación.	No	obstante,	 son	 las	 variaciones	 del	 INR	 el	 factor	 que	 tiene	 valor	 pronóstico	 en	humanos	y,	por	tanto,	el	factor	a	haber	estudiado	con	respecto	a	la	coagulación,	sin	embargo,	debido	al	diseño	de	nuestro	estudio,	 la	determinación	aislada	de	una	o	dos	muestras	por	animal	no	hubiera	aportado	al	trabajo	más	que	poder	establecer	el	diagnóstico	de	IHA	previo	a	la	necropsia,	de	forma	similar	al	realizado	mediante	el	estudio	de	las	transaminasas.		En	 cuanto	 a	 la	 mortalidad	 por	 fallo	 hepático	 como	 criterio	 necesario	 para	 la	creación	 de	 un	 modelo	 de	 IHA,	 según	 Terblanche	 y	 Hickman321,	 la	 mortalidad	alcanzada	en	el	estudio	de	dosis	fue	del	20%,	que	era	el	objetivo	que	nos	habíamos	marcado	 previamente	 para	 considerar	 válida	 la	 dosis,	 aunque	 hay	 que	 tener	 en	cuenta	que,	cuando	se	aplica	un	análisis	de	supervivencia,	la	variable	de	interés	es	“tiempo	 hasta	 el	 exitus”,	 y	 al	 tener	 pocos	 casos	 y	 muy	 precoces	 tenemos	 pocos	“tiempos	 hasta	 el	 exitus”	 observados	 y,	 por	 tanto,	 estos	 resultados	 debían	 ser	valorados	con	cautela	y	ser	confirmados	posteriormente.	En	 el	 grupo	 D6	 ―	 n	 =	 15	 ―,	 que	 se	 utiliza	 para	 confirmar	 el	 grado	 de	 lesión	histológica,	observamos	una	mortalidad	del	26,	67%,	y	al	observar	 la	mortalidad	global	de	las	ratas	utilizadas	como	control	de	IHA	frente	las	tratadas	con	ASCs	―	n	=	30	―,	obtenemos	un	23,33%	(tabla	28).	La	 regeneración	 hepática	 es	 un	 fenómeno	 conocido	 desde	 hace	 mucho	 tiempo,	pero	cuyos	mecanismos,	sin	embargo,	no	son	del	todo	bien	comprendidos,	incluso	a	día	de	hoy.	El	 hígado,	 de	 forma	 fisiológica	 y	 al	 igual	 que	muchos	 otros	 tejidos,	 recambia	 su	población	 celular,	 sustituyendo	 los	 hepatocitos	 más	 viejos,	 que	 tienen	 una	 vida	media	de	200	–	300	días,	 	 por	otros	más	 jóvenes.	Esta	 repoblación	 se	produce	a	expensas	 de	 la	 replicación	 de	 hepatocitos	 adultos	 y	 de	 células	 epiteliales	 de	
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conductos	biliares	(colangiocitos)	existentes,	siendo	mínima	la	contribución	de	las	células	progenitoras.	Sabemos	 que,	 tras	 una	 resección	 hepática	 parcial	 —	 una	 agresión	 hepática	 —,	existe	una	hiperplasia	compensadora	de	los	lóbulos	remanentes,	secundaria	a	una	proliferación	celular,	pero	esta	vez,	en	cuestión	de	apenas	horas	o	pocos	días.	Esta	proliferación	se	produce	a	expensas	igualmente	de	la	replicación	de	hepatocitos	y	colangiocitos	 adultos	 ya	 existentes,	 que	 es	 la	 forma	 más	 rápida	 y	 eficaz	 de	regeneración	y	reparación	hepáticas.		Que	células	diferenciadas	sean	la	primera	línea	de	respuesta	ante	una	agresión,	y	que	las	células	madre	o	progenitoras	del	tejido	sean	una	reserva,	es	un	fenómeno	característico	 del	 hígado.	 En	 la	 mayoría	 de	 los	 órganos	 y	 tejidos,	 las	 células	diferenciadas	 apenas	 tienen	 capacidad	 de	 replicación	 y	 la	 regeneración,	 cuando	existe,	 se	 debe	 fundamentalmente	 a	 la	 proliferación	 de	 poblaciones	 celulares	pluripotenciales,	como	por	ejemplo,	las	células	satélite	progenitoras	en	el	caso	del	músculo	estriado	esquelético.	Otras	formas	reconocidas	de	regeneración	hepática	son	la	diferenciación	de	células	ovales,	 que	 se	 activan	 cuando	 existe	 un	 retraso	 o	 bloqueo	 de	 la	 replicación	 del	hepatocito	maduro,	o	la	producción	de	células	hepáticas	a	partir	de	la	médula	ósea,	como	 se	 demuestra	 en	 hígados	 trasplantados,	 pero	 cuya	 importancia	 radica,	 sin	embargo,	 en	 la	 producción	 de	 células	 no	 parenquimatosas,	 como	 las	 células	 de	Kupffer	o	las	células	endoteliales,	ya	que	la	cantidad	de	células	hepáticas	producida	es	insuficiente	si	se	trata	de	suplir	una	pérdida	funcional	aguda	y	grave.		En	el	caso	del	hígado,	la	población	de	células	con	capacidad	pluripotencial,	son	las	mencionadas	 células	 ovales.	 Las	 células	 ovales	 tienen	 dificultad	 para	autoregenerarse,	por	 lo	que	no	 son	 consideradas	verdaderas	 células	madre,	 sino	células	 progenitoras	 hepáticas	 (HPC)	 o	 células	 amplificadoras	 transitorias,	bipotenciales,	capaces	de	diferenciarse	tanto	en	hepatocitos	como	en	colangiocitos.		Ante	determinados	estímulos	—	especialmente	mediados	por	 la	 superfamilia	del	factor	de	necrosis	 tumoral	 (TNF)	—,	 las	células	madre	hepáticas	adultas	 (HASC),	verdaderas	células	madre	que	residen	en	los	canales	de	Hering	o	sistema	ductular	
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biliar	 terminal	 y	 habitualmente	 quiescentes,	 se	 activan	 originando	 las	 células	ovales,	que	posteriormente	y	tras	la	fase	de	proliferación	o	amplificación,	migran	y	se	diferencian.	La	activación	de	 las	HASC/HPC	depende,	como	hemos	comentado,	de	 la	 incapacidad	 de	 los	 hepatocitos	 maduros	 de	 proliferar.	 Esto	 sucede	 ante	diversas	 enfermedades	 hepáticas	 crónicas,	 no	 así,	 de	 manera	 al	 menos	significativa,	en	la	IHA.		Por	 tanto,	 en	 la	 IHA	 aguda	 nos	 encontramos	 con	 unas	 células	 maduras	 no	funcionantes	 y	 una	 población	 residente	 de	 células	 pluripotentes	 incapaz	 de	sustituir	a	las	células	dañadas.	Ante	esta	situación	se	abren	varias	posibles	líneas	de	actuación	desde	el	punto	de	vista	de	la	terapia	celular.	Por	un	lado,	se	podrían	utilizar	diversos	tipos	celulares	para	diferenciarlos	en	hepatocitos	adultos	maduros	y	así,	garantizar	las	funciones	hepáticas	 mientras	 se	 produce	 la	 regeneración	 del	 parénquima	 lesionado	 y	 por	otro	lado,	se	podrían	utilizar	las	células	madre,	gracias	a	la	función	de	modulación	de	la	respuesta	inflamatoria	de	algunas	de	ellas,	como	un	agente	protector	frente	a	la	necrosis	y	apoptosis	inducida	por	el	daño	hepático,	disminuyendo	así	la	pérdida	de	parénquima	funcionante.	Ambas	 posibilidades	 podrían	 combinarse,	 si	 fuera	 necesario,	 con	 el	 uso	 de	dispositivos	 de	 soporte	 hepático,	 mejorando	 las	 opciones	 de	 supervivencia	 y	evitando	llegar	a	la	necesidad	del	trasplante	hepático.	En	este	sentido,	tal	y	como	hemos	comentado	en	la	introducción,	si	abordamos	la	cuestión	desde	la	perspectiva	de	sustituir	o	repoblar	el	hígado	dañado	con	células	funcionantes,	 disponemos	 por	 un	 lado	 de	 células	 maduras	 con	 plena	 capacidad	funcional	 (hepatocitos	 adultos),	 pero	 que	 son	 difíciles	 de	 cultivar	 y	 cuyo	mantenimiento	 en	 condiciones	 de	 criopreservación	 sin	 pérdidas	 al	 revertir	 el	proceso	también	es	difícil	y	por	otro	 lado,	disponemos	de	una	pléyade	de	células	inmaduras	(hepatocitos	fetales	y	células	madre	de	diverso	origen)	que	tienen	una	gran	 facilidad	 de	 proliferación	 en	 medios	 de	 cultivo,	 pero	 una	 capacidad	 de	diferenciación	plena	y	de	soporte	metabólico	limitadas.	
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El	 primer	 grupo	 ha	 sido	 ampliamente	 utilizado	 en	 la	 clínica,	 mientras	 que	 el	segundo	 está	 aún	 a	 nivel	 preclínico	 y	 pese	 a	 que	 adolece	 de	 las	 funciones	 de	síntesis	y	detoxificación	de	una	célula	hepática	adulta	diferenciada,	la	información	aportada	por	los	estudios	experimentales,	que	es	extensa,	indica	que	su	capacidad	metabólica,	a	pesar	de	ser	limitada,	puede	ser	suficiente	y	que,	por	tanto,	pueden	tener	un	papel	beneficioso	en	el	 tratamiento	de	 la	 IHA	gracias,	en	algunos	casos,	como	 lo	 es	 en	 el	 de	 las	 MSCs/ASCs,	 a	 los	 efectos	 inmunomoduladores,	antimicrobianos	y	antioxidantes	que	poseen	y	previamente	descritos.		Dada	 lo	 anteriormente	 expuesto,	 la	 experiencia	 que	 tiene	 nuestro	 grupo	 en	 el	cultivo	 de	 ASCs,	 los	 efectos	 positivos	 de	 estas	 células	 en	 diversas	 patologías	 y	gracias	 a	 su	 fuente	de	 gran	disponibilidad	 y	 fácil	 accesibilidad,	 el	 tejido	 adiposo,	decidimos	 investigar	 el	 efecto	 de	 las	 ASCs	 en	 la	 IHA.	 	 Una	 ventaja	 de	 nuestro	estudio	fue	el	uso	de	células	alogénicas,	por	tanto,	valorando	también	el	efecto	de	estas	células	cuando	provienen	de	otro	individuo	genéticamente	diferente	a	aquel	al	 que	 se	 le	 aplican,	 con	 los	 problemas	 de	 inmunogenicidad	 que	 esto	 podría	suponer.	Una	vez	decidido	el	tipo	de	célula	que	vamos	a	utilizar,	una	cuestión	fundamental	es	decidir	la	ruta	de	administración	de	dichas	células.		La	literatura	previa	es	muy	variada	y	se	describe	la	inyección	vía	arterial,	la	inyección	portal,	la	intraesplénica,	la	intraparenquimatosa,	intraperitoneal,	enteral,	traqueal,	la	vía	venosa	central	y	la	periférica	entre	otras381.			Decidimos	realizar	la	inyección	de	las	ASCs	utilizando	un	acceso	venoso	periférico.	La	razón	es,	siguiendo	el	mismo	principio	que	para	el	uso	de	células	alogénicas	en	vez	de	autólogas,	tratar	de	crear	un	modelo	que,	en	caso	de	poder	ser	trasladado	a	la	 práctica	 clínica,	 sea	 lo	 más	 sencillo	 posible	 y	 con	 el	 menor	 número	 de	limitaciones.			Los	órganos	que	interesa	analizar	para	el	estudio	de	la	ruta	celular	—	distribución	de	 las	ASCs	—	 son	 el	 bazo,	 por	 su	 capacidad	de	 “secuestrar”	 diferentes	 tipos	 de	células	(linfocitos,	etc.)	o	partículas	subcelulares	(plaquetas,	etc.)	como	parte	de	su	función	 inmunológica	 normal	 o	 como	 respuesta	 a	 determinados	 estímulos	provocados	 por	 situaciones	 patológicas,	 y	 el	 pulmón,	 ya	 que	 su	 fina	 red	 capilar	
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6.3.	 ANÁLISIS	 Y	 DISCUSIÓN	 DE	 RESULTADOS	 DE	 LA	
TERAPIA	CELULAR	
En	 un	 espacio	 breve	 de	 tiempo	 de	 apenas	 seis	 meses,	 cuatro	 publicaciones	 —	incluida	 la	 nuestra,	 J	 Invest	 Surg,	 2015;28(2):120-6	 —,	 analizan	 el	 efecto	 de	 las	células	 madre	 mesenquimales	 derivadas	 de	 tejido	 adiposo	 en	 modelos	 de	insuficiencia	 hepática	 aguda	 (tres	 modelos	 de	 hepatotoxicidad	 y	 un	 modelo	 de	hepatectomía	parcial),	y	una	quinta,	el	de	células	madre	mesenquimales	derivadas	de	médula	ósea.	
El	 primero	 en	 ser	 publicado	 fue	 el	 trabajo	 de	 Deng	 et	 al.382,	 “Adipose	 Derived	
Mesenchymal	Stem	Cells	Efficiently	Rescue	Carbon	Tetrachloride-Induced	Acute	Liver	
Failure	 in	 Mouse”,	 un	 modelo	 alogénico	 con	 ratones	 transgénicos	 para	 la	 EGFP	(enhanced	green	fluorescent	protein).	
El	 modelo	 fue	 muy	 similar	 al	 nuestro	 ya	 que	 tanto	 el	 CCl4	 como	 las	 ASCs	 se	administraron	de	la	misma	forma,	es	decir,	por	punción	intraperitoneal	e	inyección	a	través	de	una	vena	de	la	cola,	respectivamente.	
Además	de	demostrar	un	aumento	de	la	supervivencia	en	los	ratones	tratados	con	ASCs	frente	a	los	controles,	así	como	una	mejoría	en	la	función	hepática	—	medida	por	 los	 niveles	 de	 AST	 y	 ALT	 —,	 a	 los	 siete	 días	 de	 la	 inyección,	 las	 ASCs	 se	encontraban	 de	 forma	 individual	 en	 el	 parénquima	 hepático	 y	 presentaban	 el	aspecto	fusiforme	característico	de	las	células	mesenquimales,	mientras	que	a	las	dos	 semanas	 formaban	pequeños	 grupos	 y	 a	 las	 cuatro	 semanas,	masas	 con	una	morfología	celular	similar	a	los	hepatocitos	(hepatocyte-like)	y	expresando	CK-18	y	albúmina,	sugiriendo	por	tanto	 la	capacidad	de	diferenciación	 in	vivo	de	 las	ASCs	hacia	 células	 con	 función	 hepática.	 En	 los	 hígados	 del	 grupo	 control	 no	 se	encontraron	EGFP-ASCs.	
Chen	et	al.383,	 en	su	modelo	de	 IHA	con	D-galactosamina	en	ratas	SD	e	 inyección	intraesplénica	de	ASCs,	observaron	una	mejoría	tanto	bioquímica	como	histológica	en	 el	 grupo	 de	 ratas	 tratadas,	 pese	 a	 que	 la	 gran	 mayoría	 de	 células	 quedaron	
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recluidas	 en	 el	 bazo,	 pero	 en	 el	 análisis	 de	 la	 expresión	 de	 albúmina	 y	 alfa-fetoproteína	 realizado	 a	 los	 tres	 días	 de	 la	 inyección	 de	 ASCs	 para	 observar	 su	diferenciación	 hacia	 células	 hepáticas,	 éstas	 no	 mostraron	 expresión	 alguna	 de	dichos	marcadores.	
Li	et	al.384	compararon,	en	un	modelo	de	 IHA	mediante	 inyección	 intraperitoneal	de	 CCl4	 (4	 mL/Kg	 al	 50%)	 en	 ratas	 SD,	 el	 efecto	 de	 BMSCs	 (células	 madre	mesenquimales	 derivadas	 de	médula	 ósea)	 nativas	 y	 de	 BMSCs	 diferenciadas	 in	
vitro	 a	 células	hepáticas	mediante	un	medio	de	cultivo	con	 insulina-transferrina-selenio	 y	 los	 factores	 de	 crecimiento	 HGF	 (Hepatocyte	 Growth	 Factor)	 y	 FGF-4	(Fibroblast	Growth	Factor),	e	inyectadas	a	través	de	una	vena	lateral	de	la	cola.	El	aumento	de	expresión	de	AFP,	CK-18	y	albúmina	y	el	acúmulo	de	glucógeno	a	 lo	largo	 del	 tiempo,	 junto	 a	 la	 disminución	 posterior	 de	 AFP	 por	 maduración,	confirmaron	la	diferenciación.	
Ambos	grupos	de	ratas	 tratadas	con	BMSCs,	nativas	o	diferenciadas,	presentaron	una	 menor	 alteración	 de	 la	 bioquímica	 hepática,	 así	 como	 un	 menor	 grado	 de	lesión	 histológica	 frente	 al	 grupo	 control,	 sin	 embargo,	 no	 hubo	 diferencias	estadísticamente	 significativas	 entre	 ambos	 tipos	 de	 células	 durante	 los	 catorce	días	de	observación	del	estudio.	
El	 trabajo	 de	 Saidi	 et	 al.385,	 	 “Human	 Adipose-Derived	 Mesenchymal	 Stem	 Cells	
Promote	 Liver	 Regeneration”	 es	 un	 modelo	 en	 ratón	 de	 IHA	 con	 inyección	intraperitoneal	 de	 CCl4	 (4	 mg/Kg)	 en	 el	 que	 se	 administraron	 ASCs	 de	 origen	humano,	 siendo	 por	 tanto	 un	 modelo	 xenogénico	 que	 pone	 a	 prueba	 la	inmunotolerancia	 de	 estas	 células,	 característica	 que	 describimos	 en	 la	introducción	y	que	resulta	muy	interesante,	pues	si	se	diera	la	situación	inversa,	es	decir,	 que	 pudiéramos	 trasplantar	 con	 seguridad	 a	 pacientes	 células	 de	 otras	especies,	acabaríamos	con	el	problema	de	la	escasez	de	fuentes	celulares,	si	bien	es	cierto	que	el	tejido	adiposo	del	que	provienen	las	ASCs	es	ya	de	por	sí	una	fuente	ubicua,	rentable	y	de	fácil	acceso.		
En	este	estudio,	 los	niveles	de	ALT	e	 IL-6,	marcadores	de	necrosis	e	 inflamación,	fueron	significativamente	menores	en	el	grupo	tratado	con	células	y	hubo	menor	
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grado	 de	 lesión	 hepática.	 Además,	 en	 el	 brazo	 de	 tratamiento	 se	 encontró	 un	mayor	número	de	células	PCNA	(proliferating	cell	nuclear	antigen)	positivas	—	un	marcador	de	regeneración	hepática	—	y	una	mayor	supervivencia.	La	expresión	de	alfa-1	 antitripsina	 humana	 en	 los	 ratones	 que	 recibieron	 ASCs	 confirma	 la	integración	y	viabilidad	de	las	células.	
Los	 autores	 concluyen	 que	 los	 efectos	 antiinflamatorio	 y	 estimulador	 de	 la	regeneración	 hepática	 son	 los	 mecanismos	 principales	 por	 los	 cuales	 las	 ASCs	mejoran	la	IHA.		
Nuestros	resultados	confirman	el	efecto	beneficioso	de	las	ASCs	en	esta	patología.	A	pesar	de	no	existir	en	nuestro	estudio	diferencias	significativas	entre	los	grupos	de	 IHA,	 con	 y	 sin	 tratamiento	 con	 ASCs,	 en	 cuanto	 al	 perfil	 bioquímico	 —	 a	excepción	 de	 la	 FA,	 cuyos	 niveles	 medios	 fueron	 superiores	 en	 el	 grupo	 de	tratamiento	—,	la	supervivencia	del	grupo	tratado	fue	significativamente	mayor	(P	=	 0,026)	 y	 correlacionable	 con	 la	 existencia	 de	 una	 atenuación	 en	 el	 grado	 de	necrosis	 hepática.	 A	 24h,	 mientras	 que	 en	 el	 grupo	 sin	 ASCs	 todos	 los	 hígados	presentaban	necrosis	 grado	 III-IV,	 en	 el	 grupo	de	 terapia	 celular	hubo	 casos	 con	mínimas	alteraciones	histológicas.		
A	este	último	hecho	ha	podido	contribuir	la	precocidad	en	la	administración	de	las	células	madre,	tan	sólo	treinta	minutos	después	de	la	inducción	del	daño	hepático.	Numerosos	 trabajos	 demuestran	 la	 existencia	 de	 alteraciones	 histológicas	 tan	pronto	como	dos	horas	después	de	 la	administración	 intraperitoneal	de	CCl4	y	 la	detección	del	metabolito	CCl3·,	por	lo	que	la	administración	temprana	de	las	ASCs	puede	en	algunos	casos	haber	contribuido	a	evitar	el	desarrollo	de	la	necrosis,	y	en	las	numerosas	ratas	en	las	que	no,	y	que	presentaban	por	tanto	necrosis	grado	III-IV,	a	evitar	la	mortalidad.	
Asimismo,	 a	 la	 hora	 de	 identificar	 las	ASCs	 en	 el	 parénquima	hepático	mediante		tinción	con	PKH26	en	nuestro	caso,	en	los	hígados	de	las	ratas	a	las	que	no	se	les	inyectó	el	tóxico	y,	por	tanto,	a	las	que	no	se	les	indujo	IHA,	no	había	presencia	de	ASCs.	 Por	 el	 contrario,	 en	 los	 hígados	 de	 las	 ratas	 a	 las	 que	 sí	 se	 les	 indujo	 IHA	existía	un	gran	número	de	ASCs,	distribuidas	sin	formar	ningún	tipo	de	agregado	
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tanto	a	24h,	como	a	48h	y	siete	días.	Desde	el	punto	de	vista	fenotípico,	a	los	siete	días	 las	 ASCs	 localizadas	 en	 el	 parénquima	 hepático	 presentaban	 la	 forma	fusiforme	característica	de	las	células	madre	de	estirpe	mesenquimal.	
Existen	estudios	en	los	que	se	realiza	una	diferenciación	in	vitro	de	ASCs	a	células	hepáticas,	 incluso	 con	 características	 diferenciadas	 de	 hepatocitos	 tanto	periportales	como	pericentrales	—	que	tienen	perfiles	metabólicos	diferentes	—,	y	se	evidencia	su	integración	y	viabilidad	una	vez	trasplantados386.	Sin	embargo,		con	excepción	del	 trabajo	de	Deng	et	al.,	en	el	que	se	realizan	observaciones	hasta	 la	cuarta	semana	después	de	la	inducción	del	fallo	hepático,	todos	los	estudios	en	los	que	 se	 observan	 las	 ASCs	 no	 diferenciadas	 previamente	 hasta	 un	 máximo	 de	catorce	 días,	 describen	 células	 con	 una	 morfología	 similar	 a	 la	 observada	directamente	 en	 los	 cultivos,	 es	 decir,	 células	 fusiformes	 parecidas	 a	 los	fibroblastos.	Por	tanto,	la	diferenciación	de	las	ASCs	a	células	hepáticas,	que	parece	que	puede	 suceder	 in	vivo	 una	 vez	que	han	 alcanzado	 el	 parénquima	del	 órgano	dañado,	es	en	cualquier	caso	un	fenómeno	tardío	y	la	funcionalidad	de	estas	células	no	parece	responsable	de	 la	 supervivencia	de	 los	animales	en	 la	 fase	más	aguda,	cuando	se	produce	el	pico	de	mortalidad.		
La	IHA	es	un	cuadro	con	multitud	de	causas	y	la	etiología,	como	ya	comentamos,	es	un	factor	decisivo	en	la	evolución	clínica.	Así	pues,	no	todos	los	casos	de	IHA	son	iguales	y	aunque	se	tiende	a	evitar	los	términos	fulminante,	hiperagudo,	subagudo,	etc.,	 la	 IHA	 a	 consecuencia	 de	 toxicidad	 directa	 por	 fármacos	 (DILI)	 tiene	generalmente	 un	 curso	 más	 explosivo,	 con	 una	 elevación	 y	 descenso	 de	 las	transaminasas	muy	brusco	y	un	pico	de	mortalidad	muy	precoz,	en	comparación	con	la	IHA	producida	por	infecciones	virales,	por	ejemplo.		
En	 casos	de	DILI,	 como	en	nuestro	modelo,	 en	 consecuencia,	no	existe	el	 tiempo	necesario	para	que	se	produzca	una	diferenciación	celular	y	 son	 los	mecanismos	inmunomoduladores	 los	 que	 predominan	 y	 tienen	 relevancia	 clínica.	 Las	 MSCs	tienen	 un	 efecto	 paracrino	 sobre	 las	 células	 parenquimatosas	 y	 no	parenquimatosas	del	hígado,	estimulando	la	proliferación	y	diferenciación	celular,	la	 angiogénesis	 y	 atenuando	 la	 respuesta	 inflamatoria	 y	 la	muerte	 celular387.	 Es	
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conocido	que	las	MSCs	liberan	multitud	de	moléculas,	a	los	que	de	forma	global	se	les	 denomina	 secretoma,	 entre	 los	 cuales	 se	 encuentran	 factores	de	 crecimiento,	además	de	microvesículas	con	moléculas	de	mRNA	y	microRNA.		
Más	 aún,	 las	 citoquinas	 producidas	 son	 diferentes	 según	 el	 tipo	 de	 patología,	demostrando	 la	 capacidad	de	 las	MSCs	de	 identificar	 los	mecanismos	 implicados	en	 la	 lesión	 orgánica	 y	 responder	 de	 una	 manera	 específica388	 (tabla	 38).	 Sin	embargo,	 in	 vivo,	 algunos	 de	 los	 factores	 detectados	 se	 desconoce	 si	 son	producidos	directamente	por	las	MSCs	o	por	células	del	huésped	inducidas	por	las	MSCs.	
	
	
Tabla	38.	Resumen	selectivo	de	los	factores	estimulados	por	las	MSCs	en	diferentes	patologías	hepáticas.	Ang1,	angioprotein	1;	BCL2,	B	cell	lymphoma	2;	BMP7,	bone	morphogenic	protein	7;	C2,	acetilcarnitina;	DDMC,	dieta	deficiente	 en	 metionina-colina;	Dlk1,	 Delta-like	 1;	DRG,	 dieta	 rica	 en	 grasa;	 EGFR,	 epidermal	 growth	 factor	receptor;	Glut4	glucose	transporter	type	4;	GSH,	glutatión;	H,	humano/a;	HGF,	hepatocyte	growth	factor;	ICAM-
1,	intercellular	adhesion	molecule	1;	IGFBP-2,	insulin-like	growth	factor	binding	protein	2;	IL-1Ra,	6,	10,	13,	27,	Interleuquina	 1Ra,	 6,	 10,	 13,	 27;	 iNOS,	 induced	 nitric	 oxide	 synthase;	 LCB,	 ligadura	 conducto	 biliar;	 LPC,	lipofosfatidilcolina;	MCP1,	monocyte	 chemotactic	 protein	 1;	MMP9,	matrix	metalloproteinase	 9;	MO,	médula	ósea;	PC,	 fosfatidilcolina;	 SM,	 esfingomielina;	TA	 tejido	 adiposo;	TGFβ,	 transforming	 growth	 factor	 β;	TNFα,	tumor	necrosis	factor	α;	VEGFa,	R1,	R2,	vascular	endothelial	growth	factor	a,	R1,	R2.	Modificado	de	Christ	et	al.,	2015388.		
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Tras	la	fase	aguda,	en	la	que	la	 inmunomodulación	—	atenuación	de	la	respuesta	inflamatoria	e	inhibición	de	los	fenómenos	de	apoptosis	—	actúa	como	un	muro	de	contención,	impidiendo	la	perpetuación	del	daño	hepático,	el	estímulo	de	las	ASCs	a	 la	proliferación,	así	 como	el	 soporte	metabólico,	 constituirían	un	segundo	paso	favorecedor	 de	 la	 regeneración	 hepática.	 Uno	 de	 los	 estudios	 recientemente	publicados	 de	 IHA	 tras	 una	 hepatectomía	 del	 90%	 en	 ratas	 a	 las	 que	 se	 les	administra	MSCs	derivadas	de	 la	grasa	peritoneal	y	diferenciadas	previamente	 in	
vitro	a	células	hepáticas,	demuestra	una	mayor	supervivencia	y	una	mejor	función	hepática	 gracias	 fundamentalmente	 a	un	mejor	metabolismo	de	 lípidos	y	 amino-ácidos.	 Parece	 que	 el	 mecanismo	 subyacente	 es	 un	 estímulo	 paracrino	mediado	por	las	ASCs389.		Este	soporte	metabólico	era	ya	conocido	previamente	en	modelos	de	 insuficiencia	 hepática	 crónica,	 aunque	 sus	mecanismos	 no	 eran	 conocidos,	 si	bien	 el	 simple	 hecho	 de	 la	 cantidad	 de	 células	 trasplantadas	 —	 habitualmente	entre	 un	 5%	 y	 un	 10%	de	 la	masa	 hepática	—	desacredita	 la	 idea	 de	 que	 dicha	mejoría	se	debiera	a	un	soporte	metabólico	directamente	aportado	por	las	células	trasplantadas	y,	por	tanto,	de	una	diferenciación	hepática	eficaz.			
Posteriormente,	 una	 vez	 que	 el	 individuo	 sobrevive	 a	 los	 momentos	 críticos	iniciales,	la	diferenciación	celular	podría	ser	considerado	otro	factor	sinérgico	de	la	regeneración	hepática,	aunque	más	como	una	acelerador	del	proceso	que	como	un	fenómeno	 estrictamente	 necesario,	 ya	 que	 sin	 ella	 los	 animales	 sobreviven	 y	alcanzan	un	recuperación	completa	igualmente	—	a	los	siete	días	de	la	inducción	del	fallo	hepático,	 la	histología	hepática	era	completamente	normal	con	la	tinción	de	 HE	 —	 o	 como	 un	 hecho	 independiente,	 es	 decir,	 que	 las	 ASCs	 tenderían	 a	integrarse	 en	 el	 órgano	 como	 una	 célula	 residente	más,	 adquiriendo	 la	 forma	 y	función	de	las	células	de	su	entorno.		
Probablemente,	 la	existencia	de	un	daño	previo	y	de	 citoquinas	proinflamatorias	juegue	un	papel	 importante	en	 la	 estimulación	de	esta	diferenciación	 in	vivo,	 del	mismo	 modo	 que	 estos	 factores	 son	 imprescindibles	 para	 que	 se	 produzca	 el	reclutamiento	celular,	demostrada	en	múltiples	estudios,	incluido	el	nuestro,	pese	a	los	filtros	pulmonar	y	esplénico.	El	hígado	dañado	con	CCl4	sobreexpresa	SDF-1	(stromal	 cell	derived	 factor),	que	es	 la	molécula	de	unión	específica	del	 receptor	
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CXCR4	 que	 se	 encuentra	 en	 las	 MSCs	 y	 es	 el	 responsable	 de	 su	 migración	 y	reclutamiento388.	
La	 ruta	 de	 administración	 celular	 ha	 sido	 un	 motivo	 de	 debate	 e	 investigación	continuo.	En	base	a	algunos	trabajos	como	el	de	Gupta	et	al.	en	el	que	se	utilizan	hepatocitos	—	los	comienzos	de	 la	 terapia	celular	en	 las	enfermedades	hepáticas	comenzó	con	el	uso	exclusivo	de	estas	células	—,	algunos	autores	afirman	que	 la	forma	más	 eficaz	 de	 que	 las	 células	 trasplantadas	 se	 integren	 en	 el	 parénquima	hepático	es	su	administración	intrasinusoidal.		
La	 administración	 intraparenquimatosa	 hepática	 tiene	 el	 riesgo	 de	 inyectar	 las	células	 en	 el	 territorio	 de	 drenaje	 suprahepático	 y,	 por	 tanto,	 de	 alcanzar	 los	capilares	 pulmonares	 provocando	 émbolos.	 La	 administración	 intraarterial,	 que	supone	 un	 alto	 flujo	 sanguíneo	 podría,	 teóricamente,	 destruir	 un	 importante	número	de	 células	por	 fuerzas	de	 fricción.	 Sin	 embargo,	 el	 uso	de	un	 sistema	de	baja	presión	como	el	venoso,	que	alcance	los	sinusoides	hepáticos		—	lo	que	queda	limitado	al	eje	esplenoportal	—	acompañado	de	interacciones	con	componentes	de	la	matriz	extracelular,	como	sucede	en	los	sinusoides	hepáticos	o	esplénicos,	y	que	se	 ha	 demostrado	 que	 favorecen	 la	 integración	 celular,	 parece	 ser	 la	 forma	más	eficaz	de	lograr	la	distribución	e	integración	de	los	hepatocitos	trasplantados.		
Estudios	 de	 gran	 calidad	 como	 el	 de	 Fischer	 et	 al.185,	 demuestran	 que	 una	 gran	cantidad	 de	 MSCs	 quedan	 atrapadas	 en	 la	 red	 capilar	 pulmonar	 tras	 su	administración	 por	 vía	 venosa	 periférica,	 como	 sucedió	 también	 en	 nuestro	estudio	y	comentamos	en	el	anterior	apartado.		
Sin	embargo,	pese	a	este	hecho,	 la	pequeña	 fracción	de	ASCs	capaz	de	superar	el	filtro	pulmonar,	como	lo	demuestran	todos	los	trabajos	expuestos	con	anterioridad	que	utilizan	esta	vía,	incluido	el	nuestro,	es	suficiente	para	alcanzar	el	órgano	diana	y	además,	producir	diferentes	efectos,	a	destacar	el	aumento	de	la	supervivencia.	
Dado	 que	 los	 efectos	 provocados	 por	 las	 ASCs	 se	 deben	 fundamentalmente	 a	 la	liberación	y	modulación	de	 citoquinas	y	 factores	de	 crecimiento,	probablemente,	las	 células	 atrapadas	 en	otros	órganos	 sean	 capaces	de	 seguir	 secretando	dichas	
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sustancias	 a	 distancia,	 en	 respuesta	 a	 las	 sustancias	 proinflamatorias	 circulantes	de	forma	sistémica	por	la	lesión	hepática.	Se	trata,	en	cualquier	caso,	de	una	vía	de	administración	segura	y	eficaz.		
Otra	cuestión	muy	interesante	e	importante	sobre	el	posible	futuro	uso	clínico	de	las	MSCs	es	la	fuente	a	partir	de	la	cual	se	obtienen	y	el	método	de	cultivo	utilizado.	Estos	 dos	 factores	 pueden	 influenciar	 la	 eficacia	 terapéutica	 de	 las	 MSCs.	 Como	demostraron	Rennert	et	al.390,	 las	ASCs	procedentes	de	ratones	diabéticos	 fueron	incapaces	 de	 estimular	 la	 neovascularización	 y	 cicatrización	 en	 un	 modelo	 de	isquemia	de	partes	blandas	por	incapacidad	de	inducir	la	angiogénesis.		
Además,	 el	 ambiente	 en	 el	 que	 las	 MSCs	 se	 integran	 es	 fundamental	 para	 su	diferenciación	y	secreción	paracrina,	por	lo	que	es	un	factor	clave	para	el	éxito	del	trasplante.	Por	ello,	actualmente	muchos	trabajos	se	centran	en	la	optimización	de	la	administración	de	MSCs,	añadiendo	factores	de	crecimiento,	citoquinas	o	incluso	biomateriales	para	asociar	nutrientes	y	mejorar	la	supervivencia	celular391.		
De	 la	 misma	 manera	 que	 los	 factores	 secretados	 por	 las	 MSCs	 tienen	 efectos	pleiotrópicos,	es	posible	que	los	factores	de	crecimiento	que	se	añaden	al	medio	de	cultivo	o	que	 se	administran	de	 forma	asociada	puedan	 tener	 influencia	 sobre	 la	capacidad	final	de	las	células.	
Otra	 cuestión	 no	 resuelta	 por	 la	 heterogeneidad	 de	 los	 datos	 disponibles	 es	 el	posible	 efecto	 carcinogénico	 de	 las	 MSCs,	 ya	 que	 existe	 contradicción	 en	 la	literatura,	pues	se	han	observado	efectos	tanto	supresores	como	estimulantes	del	crecimiento	tumoral392.	Existen	multitud	de	mecanismos	a	través	de	los	cuales	las	MSCs	 interactúan	 con	 las	 células	 tumorales,	 entre	 los	 cuales	 destacan	 el	 efecto	indirecto	 de	 la	 inmunosupresión	 mediada	 por	 estas	 células	 sobre	 la	 biología	tumoral	 —	 proliferación,	 capacidad	 de	 metastatizar,	 etc.	 —	 y	 el	 estímulo	 o	supresión	directos387.		




Ninguno	de	los	pacientes	tratados	hasta	la	fecha	con	MSCs,	por	diversas	patologías,	ha	desarrollado	un	tumor	de	novo	y,	en	general,	se	considera	una	terapia	segura.		Las	 MSCs	 han	 sido	 utilizadas,	 si	 hablamos	 de	 patología	 hepática,	 en	 pacientes	cirróticos	 (tabla	 14),	 así	 como	 en	 IHA	 y	 otras	 enfermedades	 —	 hepatitis	autoinmune,	 etc.	—,	pero	no	 aún	 tumores.	 Sin	 embargo,	 existen	 ensayos	 clínicos	con	MSCs	en	otros	campos	de	 la	oncología	para	 tratar,	por	ejemplo,	el	 cáncer	de	ovario	(NCT02068794),	tumores	de	cabeza	y	cuello	(NCT02079324)	y	el	cáncer	de	próstata	(NCT01983709)393.		
Además,	dado	el	 tropismo	que	 las	MSCs	tienen	por	 los	tumores,	existen	ya	 líneas	de	investigación	en	las	que	se	pretende	utilizar	estas	células	como	vehículos	para	la	dispensación	de	terapias	oncológicas	—	fármacos,	terapia	génica	—393.		
Sin	embargo,	debemos	ser	aún	precavidos	a	la	hora	de	utilizar	las	MSCs	en	clínica,	especialmente	en	pacientes	de	alto	riesgo	con	condiciones	premalignas	—	cirrosis	y	 asociación	 con	 hepatocarcinoma	—,	 puesto	 que	 ni	 siquiera	 sabemos	 el	 tiempo	que	 persisten	 las	 MSCs	 in	 vivo	 y,	 por	 tanto,	 la	 duración	 de	 sus	 efectos	 y	 la	transformación	maligna	durante	el	cultivo	ex	vivo	ha	sido	descrita394.		
Así	 pues,	 en	 resumen,	 la	 terapia	 celular	 en	 la	 IHA	 así	 como	 en	 otras	 afecciones	hepáticas,	merced	 al	mayor	 conocimiento	de	 las	bases	 fisiopatológicas	de	dichos	trastornos	y	a	 los	problemas	relacionados	con	las	fuentes	de	hepatocitos	—	mala	calidad	 por	 procedencia	 de	 hígados	 descartados	 para	 TH,	 escasez,	 pérdida	 por	criopreservación	 —,	 está	 desplazándose,	 en	 palabras	 de	 Christ	 et	 al.388,	 del	abordaje	 inicial	 basado	 únicamente	 en	 el	 soporte	 metabólico	 mediante	 el	trasplante	 de	 hepatocitos	 —	 la	 unidad	 mínima	 funcional	 del	 hígado	 —	 a	 un	abordaje	más	mecanicista	que	intenta	actuar	directamente	sobre	los	mecanismos	celulares	y	moleculares	de	lesión	hepática.	
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Dentro	 de	 este	 último	 encuadre	 se	 halla	 la	 terapia	 celular	 con	 células	 madre	mesenquimales	 y,	 específicamente,	 aquellas	 derivadas	 de	 tejido	 adiposo,	 que	merced	 a	 sus	 efectos	 inmunomoduladores,	 proliferativos,	 antiapoptóticos	 y	 de	soporte	metabólico	son	capaces,	como	se	ha	descrito	en	numerosos	estudios	y	en	nuestro	 trabajo,	 de	 plantear	 una	 alternativa	 a	 los	 tratamientos	 actuales	 de	 la	insuficiencia	hepática	aguda.	
Aún	 no	 comprendemos	 del	 todo	 las	 interacciones	 de	 estas	 células	 en	 algunos	escenarios,	 como	 en	 la	 patología	 tumoral,	 pero	 los	 datos	 clínicos	 actualmente	disponibles	la	avalan	como	una	terapia	segura.	
Dada	las	particularidades	de	la	IHA,	como	su	predilección	por	pacientes	jóvenes	y	su	mortalidad	precoz,	es	difícil	plantear	estudios	a	nivel	clínico	en	los	que	el	único	tratamiento,	además	de	las	medidas	de	soporte	universales,	sea	la	administración	de	ASCs.	 Sin	 embargo,	 la	 combinación	de	 terapias	 puede	 ser	 una	 línea	 futura	 de	investigación,	 puesto	 que	 los	 dispositivos	 bioartificiales	 pueden	 dar	 un	 soporte	metabólico	de	una	forma	probablemente	más	precoz	que	las	ASCs	y,	estas	últimas,	contribuir	 a	 un	 mejor	 control	 de	 la	 respuesta	 inflamatoria,	 ya	 que	 muchas	citoquinas	 no	 son	 filtradas	 por	 estos	 sistemas,	 y	 a	 un	 estímulo	 de	 la	autorregeneración.	 De	 esta	 forma	 podríamos	 rescatar	 un	 mayor	 número	 de	pacientes	de	 las	 listas	de	 trasplante	hepático	y	ofrecer	una	supervivencia	a	 largo	plazo	mejor	de	la	actual	en	ausencia	del	trasplante.	
Además,	la	terapia	celular	no	es	un	tratamiento	“one	shot”,	es	decir,	un	recurso	que	sólo	 puede	 ser	 utilizado	 una	 vez,	 sino	 que	 podrían	 realizarse	 administraciones	periódicas	dando	así	una	mayor	cobertura	al	proceso	de	recuperación	y	teniendo,	probablemente,	un	efecto	beneficioso	sobre	la	supervivencia	global.		
¿Estamos	por	tanto	preparados	para	realizar	el	salto	a	la	fase	clínica?	La	evidencia	preclínica	es	enorme	y	sólida,	luego	la	respuesta	creemos	que	es	sí,	aunque	existen	algunas	 cuestiones	 previas	 importantes	 que	 deben	 de	 tenerse	 en	 cuenta	 y	resolverse,	 como	 la	 protocolización	 de	 los	 cultivos	 celulares	 y	 la	 fuente	 de	obtención,	 por	 su	 posible	 impacto	 en	 la	 eficacia	 o	 como	 la	 dificultad	 de	reclutamiento	de	pacientes	por	la	baja	incidencia	de	la	IHA.	Para	contrarrestar	esto	
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último,	sería	necesario	hacer	estudios	con	carácter	multicéntrico	—	con	la	mayor	complejidad	 que	 implica—	 y	 posiblemente,	 teniendo	 que	 hacer	 extensivo	 el	estudio	a	pacientes	con	AoCLF,	aunque	la	cirrosis	como	enfermedad	de	base,	que	constituye	 un	 espectro	 muy	 amplio	 y	 complejo	 de	 patología,	 sin	 duda	 añadiría	factores	de	confusión	que	deberían	ser	tenidos	en	cuenta	a	la	hora	del	análisis	de	resultados.	










































































La	 insuficiencia	 hepática	 aguda	 es	 un	 entidad	 clínica	 poco	 frecuente,	 pero	 muy	grave,	 resultado	 de	 una	 pérdida	 masiva	 de	 hepatocitos	 por	 necrosis,	 que	compromete	las	funciones	de	síntesis,	metabolismo	y	detoxificación	del	hígado.	La	 necrosis	 hepatocitaria	 puede	 estar	 causada	 por	 fármacos	 —	 reacción	idiosincrásica	 o	 sobredosis	 —	 o	 virus	 hepatotropos	 habitualmente,	 aunque	 en	cerca	de	un	tercio	de	los	casos,	la	causa	es	desconocida.	En	España	y	en	los	países	de	 la	cuenca	mediterránea	predominan	como	agente	causal	 la	 infección	por	VHB,	siendo	 la	 intoxicación	 por	 paracetamol	 la	 etiología	 más	 común	 en	 los	 países	occidentales.	Hasta	 la	 introducción	del	 trasplante	hepático	en	 la	práctica	clínica,	 la	mortalidad	global	de	la	IHA	era	superior	al	85%	pese	a	los	avances	en	los	cuidados	de	soporte	intensivos.	 Actualmente	 la	 mortalidad	 se	 ha	 reducido	 hasta	 un	 35%,	 aunque	 la	etiología	es	un	factor	pronóstico	fundamental.	La	 escasez	 de	 donantes,	 la	 dificultad	 de	 seleccionar	 adecuadamente	 a	 los	receptores	 y	 las	 complicaciones	 asociadas	 al	 trasplante	 —	 estenosis	 biliares,	rechazo	 hiperagudo,	 agudo	 o	 crónico,	 inmunosupresión	 de	 por	 vida,	 infecciones,	etc.	—	 junto	 a	 la	 juventud	de	 la	mayoría	 de	 los	 pacientes	 han	obligado	 a	 buscar	tratamientos	 alternativos,	 entre	 los	 que	 destacan	 los	 dispositivos	 de	 soporte	hepático	y	la	terapia	celular.	Los	dispositivos	de	 soporte	 hepático	 se	 basan	 en	 el	 principio	de	 la	 hemodiálisis,	filtrando	 del	 plasma	 la	 mayor	 cantidad	 de	 sustancias	 tóxicas	 que	 el	 hígado	 no	puede	 retirar	 de	 la	 circulación	 sistémica,	 por	 medio	 de	 una	 membrana	 de	intercambio	de	albúmina	generalmente.	A	caballo	entre	los	primeros	dispositivos	y	la	terapia	celular	pura	están	los	dispositivos	bioartificiales,	que	con	un	biorreactor	en	 el	 que	 se	 alojan	 células	 con	 función	 hepática	 —	 hepatocitos	 porcinos	 en	 la	mayoría	de	los	casos	—,	pretenden	dar	también	soporte	metabólico.	Sin	 embargo,	 ninguno	 de	 estos	 dispositivos,	 pese	 a	 ser	 eficaces	 en	 parámetros	concretos	 como	 en	 la	 estabilización	 hemodinámica	 o	 en	 la	 disminución	 de	 la	encefalopatía	hepática,		ha	demostrado	aumentar	la	supervivencia	a	largo	plazo.		
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La	 terapia	 celular	 en	 la	 IHA	 constituye	 un	 campo	 novedoso,	 pero	 del	 que	 ya	poseemos	 gran	 cantidad	de	 información,	 tanto	de	 estudios	 experimentales	 como	de	ensayos	clínicos.		En	 sus	 primeras	 etapas,	 el	 objetivo	 a	 lograr	 era	 repoblar	 el	 órgano	 dañado	 con	células	nuevas	capaces	de	realizar	las	funciones	propias	del	hígado,	por	lo	que	se	realizaron	 trabajos	 con	 hepatocitos	 humanos	 siendo	 pronto	 evidentes	 las	dificultades	de	encontrar	fuentes	de	calidad	y	de	mantener	la	viabilidad	y	función	celulares	tras	el	proceso	de	criopreservación.			Estos	 problemas	 parecen	 tener	 solución	 con	 el	 descubrimiento	 de	 las	 células	madre	 pluripotenciales	 inducidas,	 capaces	 de	 diferenciarse	 in	 vitro	 a	 células	 de	estirpe	hepática,	sin	embargo,	a	día	de	hoy	aún	desconocemos	cómo	diferenciarlas	produciendo	 réplicas	 exactas	 de	 hepatocitos	maduros	 y	 sus	 funciones	 biológicas	son	limitadas.	Es	 preciso	 un	 nuevo	 enfoque	 y	 surge	 así	 la	 terapia	 con	 células	 madres	mesenquimales,	 una	 línea	 celular	 de	 la	 cual	 ya	 conocíamos	 algunas	 propiedades	importantes,	 merced	 a	 estudios	 realizados	 en	 otras	 patologías,	 como	 la	 de	moduladoras	de	la	inflamación	y	del	sistema	inmune.	En	 los	 numerosos	 estudios	 referenciados	 en	 este	 trabajo,	 se	 describen	múltiples	propiedades	 de	 las	 MSCs,	 como	 estimulantes	 de	 la	 proliferación	 celular,	antiapoptóticas,	microbicidas,	sin	embargo,	la	capacidad	de	contener	la	respuesta	inflamatoria	 es	 el	 denominador	 común	 y	 el	 factor	 determinante	 que	 permite	aumentar	de	forma	significativa	la	supervivencia.	El	 objetivo	 de	 nuestro	 proyecto	 es	 realizar	 un	 estudio	 experimental	 sobre	 la	potencial	 aplicabilidad	 de	 la	 terapia	 celular	 en	 el	 tratamiento	 de	 la	 insuficiencia	hepática	 aguda	 y,	 concretamente,	 mediante	 el	 uso	 de	 células	 madre	mesenquimales	derivadas	de	tejido	adiposo.	De	 esta	 forma,	 además	de	 las	 bondades	 características	de	 las	MSCs,	 añadimos	 el	valor	de	la	fuente	de	la	cual	se	obtienen,	el	tejido	celular	subcutáneo,	que	es	ubicuo	y	 fácilmente	accesible,	 así	 como	establecer	un	modelo	alogénico,	demostrando	el	potencial	 uso	 de	 células	 procedentes	 de	 un	 sujeto	 distinto	 del	 paciente,	 que	
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DECISIÓN DE EJECUCIÓN DE LA COMISIÓN 
de 19.6.2013 
relativa a la declaración del medicamento "Células humanas inmortalizadas de 
hepatoblastoma C3A" como medicamento huérfano con arreglo al Reglamento (CE) n° 
141/2000 del Parlamento Europeo y del Consejo 
(Texto pertinente a efectos del EEE) 
(EL TEXTO EN LENGUA INGLESA ES EL ÚNICO AUTÉNTICO)  





DECISIÓN DE EJECUCIÓN DE LA COMISIÓN 
de 19.6.2013 
relativa a la declaración del medicamento "Células humanas inmortalizadas de 
hepatoblastoma C3A" como medicamento huérfano con arreglo al Reglamento 
(CE) n° 141/2000 del Parlamento Europeo y del Consejo 
(Texto pertinente a efectos del EEE) 
(EL TEXTO EN LENGUA INGLESA ES EL ÚNICO AUTÉNTICO) 
LA COMISIÓN EUROPEA, 
Visto el Tratado de Funcionamiento de la Unión Europea, 
Visto el Reglamento (CE) n° 141/2000 del Parlamento Europeo y del Consejo, de 16 de 
diciembre de 1999, sobre medicamentos huérfanos1, y, en particular, la primera frase del 
apartado 8 de su artículo 5, 
Vista la solicitud presentada el 28 de febrero de 2013 por Vital Therapies Limited de 
conformidad con el apartado 1 del artículo 5 del Reglamento (CE) n° 141/2000. 
Visto el dictamen positivo de la Agencia Europea de Medicamentos, formulado el 21 de 
mayo de 2013 por el Comité de medicamentos huérfanos y recibido por la Comisión el 
21 de mayo de 2013 
Considerando lo siguiente: 
(1) La solicitud presentada por Vital Therapies Limited relativa al medicamento 
“Células humanas inmortalizadas de hepatoblastoma C3A” fue validada el 15 de 
marzo de 2013 de conformidad con lo dispuesto en el apartado 4 del artículo 5 del 
Reglamento (CE) n° 141/2000. 
(2) El medicamento "Células humanas inmortalizadas de hepatoblastoma C3A" 
cumple los criterios de declaración establecidos en el apartado 1 del artículo 3 del 
citado Reglamento. 
(3) Procede pues dar curso a la solicitud. 
HA ADOPTADO LA PRESENTE DECISIÓN: 
Artículo 1 
El medicamento “Células humanas inmortalizadas de hepatoblastoma C3A” queda 
declarado como medicamento huérfano para la siguiente indicación: Tratamiento de la 
insuficiencia hepática aguda. Dicho medicamento está inscrito en el registro comunitario 
de medicamentos huérfanos con el número EU/3/13/1143. 
                                                 






La Agencia Europea de Medicamentos pondrá a disposición de todas las partes 
interesadas el dictamen del Comité de medicamentos huérfanos a que hace referencia la 
presente Decisión. 
Artículo 3 
El destinatario de la presente Decisión será Vital Therapies Limited, The Clockhouse, 
Station Approach, Marlow, Bucks SL7 1NT, United Kingdom. 
Hecho en Bruselas, el 19.6.2013. 
 Por la Comisión 
 Paola TESTORI COGGI 




Fichas Internacionales de Seguridad Química 
 
TETRACLORURO DE CARBONO ! ICSC: 0024 
Abril 2000 !
! Tetraclorometano !!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!Tetraclorocarbono !!
CAS: ! 56-23-5 ! CCl4 !
RTECS: ! FG4900000 ! Masa molecular: 153.8 !
NU: ! 1846 !
CE Índice Anexo I: ! 602-008-00-5 ! ! ! !
CE / EINECS: ! 200-262-8 ! ! ! !!
!
TIPO DE PELIGRO / 
EXPOSICIÓN !
PELIGROS AGUDOS / 
SÍNTOMAS ! PREVENCIÓN !
PRIMEROS AUXILIOS / LUCHA 
CONTRA INCENDIOS !
INCENDIO ! No combustible. En caso de 
incendio se desprenden humos 
(o gases) tóxicos e irritantes. !
! En caso de incendio en el entorno: usar 
medio de extinción adecuado. !
EXPLOSIÓN ! ! ! En caso de incendio: mantener fríos los 
bidones y demás instalaciones rociando 
con agua. !
!
EXPOSICIÓN ! ! ¡EVITAR TODO CONTACTO! ! !
Inhalación ! Vértigo. Somnolencia. Dolor de 
cabeza. Náuseas. Vómitos. !
Ventilación, extracción 
localizada o protección 
respiratoria. !
Aire limpio, reposo. Respiración artificial 
si estuviera indicada. Proporcionar 
asistencia médica. !
Piel ! ¡PUEDE ABSORBERSE! 
Enrojecimiento. Dolor. !
Guantes de protección. 
Traje de protección. !
Quitar las ropas contaminadas. Aclarar la 
piel con agua abundante o ducharse. 
Proporcionar asistencia médica. !
Ojos ! Enrojecimiento. Dolor. ! Pantalla facial o 
protección ocular 
combinada con la 
protección respiratoria. !
Enjuagar con agua abundante durante 
varios minutos (quitar las lentes de 
contacto si puede hacerse con facilidad), 
después proporcionar asistencia médica. !
Ingestión ! Dolor abdominal. Diarrea. 
(Para mayor información, 
véase Inhalación). !
No comer, ni beber, ni 
fumar durante el trabajo. 
Lavarse las manos antes 
de comer. !
Enjuagar la boca. Dar a beber uno o dos 
vasos de agua. Proporcionar asistencia 
médica. !
"!
DERRAMES Y FUGAS ! ENVASADO Y ETIQUETADO !
Recoger el líquido procedente de la fuga en recipientes 
tapados. Absorber el líquido residual en arena o absorbente 
inerte y trasladarlo a un lugar seguro. NO permitir que este 
producto químico se incorpore al ambiente. (Protección 
personal adicional: traje de protección completa incluyendo 
equipo autónomo de respiración).!
Envase irrompible; colocar el envase frágil dentro de un recipiente 
irrompible cerrado. No transportar con alimentos y piensos. 
Contaminante marino. 
Clasificación UE 




Clasificación de Peligros NU: 6.1 
Grupo de Envasado NU: II !
RESPUESTA DE EMERGENCIA ! ALMACENAMIENTO !
Ficha de emergencia de transporte (Transport Emergency 
Card): TEC (R)-61S1846; Código NFPA: H 3; F 0; R 0; !
Separado de metales, alimentos y piensos, Véanse Peligros 




Chemical Safety ! ! ! !
!
          !
Preparada en el Contexto de Cooperación entre el IPCS y la Comisión Europea © IPCS, CE 2005!




Fichas Internacionales de Seguridad Química 
 
TETRACLORURO DE CARBONO ! ICSC: 0024 !
!
DATOS IMPORTANTES !
ESTADO FÍSICO; ASPECTO:  
Líquido incoloro, de olor característico. 
 
PELIGROS FÍSICOS:  
El vapor es más denso que el aire  
 
PELIGROS QUÍMICOS:  
En contacto con superficies calientes o con llamas esta sustancia 
se descompone formando humos tóxicos y corrosivos (cloruro de 
hidrógeno ICSC0163, vapores de cloro ICSC0126 y fosgeno 
ICSC0007). Reacciona con algunos metales como aluminio, 
magnesio, zinc, originando peligro de incendio y explosión. 
 
LÍMITES DE EXPOSICIÓN:  
TLV (como (STEL): 10 ppm; TLV (como TWA): 5 ppm; A2 (piel) 
(ACGIH 2004). 
MAK: 0.5 ppm; 3.2 mg/m³; H. Cancerígeno clase: 4, Categoría de 
limitación de pico: II(2), Riesgo para el embarazo: grupo C (DFG 
2006)!
VÍAS DE EXPOSICIÓN:  
La sustancia se puede absorber por inhalación a través de la piel 
y por ingestión. 
 
RIESGO DE INHALACIÓN:  
Por evaporación de esta sustancia a 20°C se puede alcanzar 
muy rápidamente una concentración nociva en el aire. 
 
EFECTOS DE EXPOSICIÓN DE CORTA DURACIÓN:  
La sustancia irrita los ojos. La sustancia puede causar efectos en 
hígado, riñón y sistema nervioso central, dando lugar a pérdida 
del conocimiento. Se recomienda vigilancia médica. 
 
EFECTOS DE EXPOSICIÓN PROLONGADA O REPETIDA:  
El contacto prolongado o repetido con la piel puede producir 
dermatitis. Esta sustancia es posiblemente carcinógena para los 
seres humanos.!
PROPIEDADES FÍSICAS !
Punto de ebullición: 76.5°C 
Punto de fusión: -23°C 
Densidad relativa (agua = 1): 1.59 
Solubilidad en agua, g/100 ml a 20°C: 0.1 (muy escasa) 
Presión de vapor, kPa a 20°C: 12.2 
Densidad relativa de vapor (aire = 1): 5.3!
Densidad relativa de la mezcla vapor/aire a 20°C (aire = 1): 1.5 
Coeficiente de reparto octanol/agua como log Pow: 2.64!
DATOS AMBIENTALES !
La sustancia es nociva para los organismos acuáticos. Esta sustancia puede ser peligrosa para el ambiente; debería prestarse 
atención especial a la capa de ozono.!
NOTAS !
El consumo de bebidas alcohólicas aumenta el efecto nocivo. Está indicado examen médico periódico dependiendo del grado de 
exposición. La alerta por el olor es insuficiente. NO utilizar cerca de un fuego, una superficie caliente o mientras se trabaja en 
soldadura. Esta ficha ha sido parcialmente actualizada en octubre de 2006: ver Límites de exposición e Ingestión-Primeros auxilios !
INFORMACIÓN ADICIONAL !
Límites de exposición profesional (INSHT 2011): 
VLA-ED: 5 ppm; 32 mg/m3  
VLA-EC: 10 ppm, 64 mg/m3 
Notas: vía dérmica. Esta sustancia tiene establecidas restricciones a la producción, importación, exportación, puesta en el mercado, 
uso, recuperación, reciclado, regeneración y eliminación especificadas en el Reglamento (CE) Nº 2037/2000 sobre las sustancias 




Nota legal ! Esta ficha contiene la opinión colectiva del Comité Internacional de Expertos del IPCS y es independiente 
de requisitos legales. Su posible uso no es responsabilidad de la CE, el IPCS, sus representantes o el 
INSHT, autor de la versión española. !!

















El	 protocolo	 que	 usamos	 en	 el	 laboratorio	 presenta	 modificaciones	 menores	respecto	al	que	recomienda	el	fabricante:		 	1. Se	levantan	las	células	con	Tripsina/EDTA.	2. Se	resuspenden	en	20	mL	de	DMEM	sin	suero.	Se	utiliza	DMEM	sin	suero,	ya	que	 las	 proteínas	 y	 las	 sales	 minerales	 tienen	 afinidad	 por	 el	 PKH26	 y	reducen	la	eficiencia	del	marcaje.	3. Se	centrifugan	5	minutos	a	400g.	4. Se	resuspende	el	pellet	celular	en	500	ml	de	Solución	C,	dispersando	muy	bien	la	solución	celular	para	maximizar	la	eficiencia	del	marcaje	posterior.	5. Justo	antes	del	marcaje,	preparar	la	Solución	de	Trabajo	2X,	mezclando	500	ml	de	Solución	C	y	2	ml	de	PKH26.	6. Añadir	los	500	ml	de	solución	celular	a	los	500	ml	de	Solución	de	Trabajo	y	mezclar	bien,	pipeteando.	7. Incubar	a	temperatura	ambiente	de	2	a	5	min.,	pipeteando	periódicamente	y	en	oscuridad.	8. Detener	 la	 reacción	 con	 2	 ml	 de	 FBS	 e	 incubar	 2	 min	 para	 disminuir	 el	posible	exceso	de	PKH26.	9. Añadir	10	ml	de	DMEM	completo	para	lavar	las	células.	10. Centrifugar	10	min	a	400g.	11. Repetir	el	lavado	con	DMEM	dos	veces	más.	12. Resuspender	las	células	en	salino	para	inyectarlas	en	las	ratas.					 	
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ANEXO	8																			Protocolo	de	tinción	con	DAPI
		
	
